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The invention concerns conjugates for insert- 
ing gene constructs into higher eukaryotic cells, the 
conjugates comprising a virus bound via an antib- 
ody to a substance having affinity for nucleic acid. 
Complexes of the conjugates with nucleic acid are 
internalized into the cell, optionally with the assist- 
ance of a cell-type-specific internalization factor, 
the virus causing, as a component of the complex, 
the internalization and the liberation of the content 
of the endosomes in which the complexes are tocal- Antlkttrpop _ Polylyaln 
ized after entering the cell. The invention also con- MTiBcor/wLTi.Tsui 
cerns pharmaceutical^ preparations in which the 
nucleic acid is a therapeutically active gene con- 
struct, in particular preparations for use in gene Adenovirus 
therapy and transfection kits. j. — — t 
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(57) Zusammenfassung 



Konjugate, in denen ein Virus fiber einen AntikSrper an eine Nukleinsfiure-affine Substanz gebunden ist, far den Trans- 
port von Genkonstrukten in h6here eukaryotische Zellen. Komplexe aus den Konjugaten und Nukleinsaure werden, gegebenen- 
falls unter Mitwirkung eines zelltypspezifischen Internalisierungsfaktors, in die Zelie internalisiert, wobei das Virus als Bestand- 
teil des Komplexes die Internalisierung sowie die Freisetzung des Inhalts der Endosomen, in denen die Komplexe nach Eintritt 
in die Zelle lokalisiert sind, bewirkt Pharmazeutische Zubereitungen, in denen die Nukleinsaure ein therapeutisch wirksames 
Genkonstrukt ist, insbesondere zur Verwendung fur die Gentherapie, und Transfektionskits. 
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Neue Kon jugate zum Einftihren von Nukleinsaure in hfihere 

* ■ • 

eukaryotische Zellen 

Die Erf indung bezieht sich auf das Einbringen von 
NukleinsSuren in hohere eukaryotische Zellen. 

Bedarf an einem ef fizienten System fttr das Einftihren 
von Nukleinsaure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahraen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust,. urn in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. urn im Falle 
eines genet ischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Die "klassische" Gentherapie beruht auf dem Prinzip, 
durch eine einmalige Behandlung eine dauernde Heilung 
zu erzielen. Daneben besteht jedoch Bedarf an 
Behandlungsmethoden, bei denen die therapeutisch 
wirksame DNA (oder auch mRNA) wie ein Medikament 
( "Gentherapeutikum" ) je nach Bedarf einmalig oder 
wiederholt verabreicht wird. Beispiele fur genet isch 
bedingte Erkrankungen, bei denen die Gentherapie einen 
erfolgversprechenden Ansatz darstellt, sind Hamophilie, 
beta-Thalassamie und "Severe Combined Immune 
Deficiency" (SCID), ein Syndrom, das durch einen 
genetisch bedingten Mangel des Enzyms Adenosindeaminase 
hervorgerufen wird. AnwendungsmOglichkeiten bestehen 
weiters bei der Immunregulation, wobei durch 
Verabreichung f unktioneller Nukleinsaure, die fUr ein 
sekretiertes Protein-Antigen oder fttr ein nicht- 
sezerniertes Protein- Antigen kodiert, mittels einer 
Impfung eine humorale oder intrazelluiare Immunitat 
erzielt. wird. Weitere Beispiele fur genetische Defekte, 
bei denen eine Verabreichung von Nukleinsaure, die fur 
das defekte Gen kodiert, z.B. in individuell auf den 
Bedarf abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind 
Muskeldystrophie (Dystrophin-Gen) , Cystische Fibrose 
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( "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
q ene«), Hypercholesterolemia (LDL-Rezeptor-Gen) . 
CenthLpfutische Benandlungsmethoden sine welters 
potentiell dann von Bedeutung, wenn Hormone, 
Wacnstumsfaktoren oder cytotoxisch oder 
in^unmodulierend wirkende Proteins im Organises 
synthetisiert werden sollen. 

Di a Gantbarapia stallt auch ainan erfolgvarspracbandan 
Ansatz for die Babandlung ven Krabs dar. wobai sag- 
■Krabsvaooina" varabraicht wardan. u» dza 
IBm unoganizit a t von Tumorzallan zu arhOban, «ardan 
2s* varzndart. u» sia antwadar starkar antzganzsob zu 
B aohan. odar u» si. zu varanlassan, bastz»ta 
im unmoduliaranda Substanzan zu arzeugan z-B- 
Zytokina, dia dann aina laaunantwort auslosan. Uadzas 
za bawirkan, wardan dia Zallan ait D«» ' 
dia fur ain Zytokin. .... IL-4, IFK-ga«»a. THF a. 

Kodiart. Bisbar wurda Gantransfar in autologa 
Tun»rzallan bauptsachlioh aittals ratrovlralar vaktoran 

durchgef uhri: . 

Dia Wirkungswaisa von totisansa RNAs und -DKAs sowie 
von Ribozyaan armoglicht daran Anwandung als 
Tharapautika zur Blookiarung dar Ezprasszon 
Gena !«ia daraguliartar Onkogana odar viralar Gana, zn 
vivo. Es wurda baraits gazaigt. daB kurze Anti.ans^- 
Oligonuklaotida in zallan iaportiart wardan und dort 
JL inbibiaranda Wirkung ausOban konnan ( Za*acnzk at 
al 1986), wennglaich ibre intrazallulare 
K^antraLn. u.a. wagan ibrar bascbranktan Aufnaba. 
durob dia zallaambran au£ Grund dar starkan nagatzvan 
Ladung dar Nukleinsauren, gering ist. 

Ftt r dia Gantransfonnation von s.ugatiarzallan in vitro 
sind verscbiedane Tachnikan bekannt. deren 
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Anwendbarkeit in vivo jedoch beschrankt ist (dazu 
zShlen das Einbringen von DNA mittels Liposomen, 
Elektroporation, Mikroinjektion, Zellfusion, DEAE- 
Dextran oder die Calciumphosphat- 
PrSzipitationsmethode) . 

In jtingster Zeit wurden biologische Vektoren 
entwickelt, die den Transfer von Genen bewerkstelligen, 
indera sie sich der effizienten Eintrittsmechanismen 
ihrer Ausgangsviren bedienen. Diese Strategie wurde bei 

* 

der Konstruktion rekombinanter retroviraler und 
adenoviraler Vektoren angewendet, um einen hoch- 
wirksamen Gentransfer In vitro und in vivo zu erzielen 
- (Berkner, 1988). Bei all ihrer Wirksamkeit sind diese 
Vektoren Beschrankungen, und zwar hinsichtlich der 
GrtfBe und Konstruktion der zu trans ferierenden DNA/ 
unterworfen. AuBerdera bringen diese Mittel 
Sicherheitsrisken aufgrund des Co-Transfers von 
lebensfShigen viralen Gen-Elementen des Ursprungsvirus 
mit sich. So ist z.B. die Verwendung von Retroviren 
problematisch, weil sie, zumindest zu einem geringen 
Prozentsatz, die Gefahr von Nebenwirkungen wie 
Infektion mit dem Virus (durch Rekombination mit 
endogenen Viren oder Kontamination mit Helferviren und 
mdgliche anschlieBende Mutation zur pathogenen Form) 
oder Entstehung von Krebs in sich birgt. AuBerdem ist 
die stabile Transformation der somatischen Zellen des 
Patienten, wie sie mit Hilfe von Retroviren erzielt 
wird, nicht in jedem Fall wOnschenswert, weil dadurch 
die Behandlung, z.B. bei Auftreten von Nebenef fekten, 
nur mehr schwierig ruckgangig gemacht werden kann. 

Um diese Beschrankungen zu umgehen, wurden alternative 
Strategien fur den Gentransfer entwickelt, denen 
Mechanismen zugrundeliegen, deren sich die Zelle fttr 
den Transport von Makromolekulen bedient. Ein Beispiel 
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dafOr ist der l» P ort von Genen in die ZelXeJ^ ^en 
au Berst leistungsf Sbigen Wag der Hezeptor-v^elten 
Endorse (Wu und Wu, 1987, Wagner et al 1990, 
EP-A1 0388 758). Dieser Ansatz bedient sxch 
bi funktioneller m olekularer Konjugate, ^ eine^A 
BindungsdcnSne und eine «*» .it Spezif itat «r einen 
Zelloberflachen-Rezeptor aufweisen (Wu und Wu 1 87, 
rt ^ *± al 1990). Wenn die Erkennungsdomane (im 
Wagner et al., I9*u, . . -ru __- faIrtat - bezeichnet) vom 
folgenden als "internalxsierungsfaktor 

^ jr-i B p«Dtor erkannt wird, wxrd das 

Zelloberflachen-Rezepror «. ,^n- OT1 

Koniugat Ober den Weg der Rezeptor-vermttelten 
Konjuga-c . b , die an das Koniugat 

Endozytose internalxsiert, wobei aie 
aebundene DNA mittransportiert wird. Mxt Hxlfe dxeser 
geD „ - „ - aten erzielt werden, dxe 

Methode konnten Gentransfer-Raten erzx 

de n berkSnunlichen Methoden zumindest ebenburtxg waren 
(Zenke et al., 1990). 

WShrend dieses Vektorsystem groBe Mengen von DNA in 
zellen transportieren kann, die den geeigneten 
zelloberflaohenrezeptor besitzen, stent die 
entsprechende Gen-Expressxon sehr oft 

It der Transportkapazitat (Gotten et al 1990). 
^de u.a. angeno^en, daB die Ursache fur dxeses 

^ •« „ 0 ipnpn ist daB die uber Rezeptor- 
Phanomen darxn gelegen xst beforderte DNA in 

vermittelte Endozytose xn dxe Zelle be£ ° r **~ 

■i WQ sie einera Abbau unterlxegt (Zenice 

Lysosomen landet, wo sxe eine. 

„i 1Q901. Daher stellt axe 
al 1990, cotten et al., iyyu>- 

fa^ha. daB dze in » inzarnaUsiarta ON* ubar 

kainan spazifizchan Machanzsmus verfflgt, au, ^ 
inttazallularan Vasikalsystam auzzutratan. ezna dzasam 
Transportsystam inmanente Baschrtokung dar. 

D er vorliagandan Erfindung lag dza Aufgaba -9™*=' 
ai aaa BaschzSnkungan zu zaduziazen bzw. zu basaztzgan. 

Ei na vialzahl von viran bawazkzzalligan ihr Eindzzngan 
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in den eukaryotischen Wirt uber Mechanismen, die im 
Prinzip denen der Rezeptor-vermittelten Endozytose 
entsprechen. Eine Virusinfektion auf Basis dieses 
Mechanismus beginnt im allgemeinen mit der Bindung von 
Viruspartikeln an Rezeptoren auf der Zellmembran. Im 
AnschluB daran erfolgt die Internalisierung des Virus 
in die Zelle. Dieser Internalisierungsvorgang folgt 
einer gemeinsamen Route, entsprechend dem Eintritt von 
physiologischen Liganden oder von Makromolektilen in die 
Zelle: Die Rezeptoren auf der Zelloberf ISche ordnen 
sich zunSchst in Gruppen an, urn ein sog. "coated pit" 
zu bilden, daraufhin stulpt sich die Membran nach innen 
und bildet ein von einer Hiille umgebenes Vesikel. 
Nachdem sich dieses Vesikel seiner Clathrin-Httlle 
entledigt hat, erfolgt in seinem Inneren mit Hilfe 
einer in der Membran lokalisierten Protonenpumpe eine 
AnsSuerung. Dadurch wird die Freisetzung des Virus aus 
dem Endosom hervorgerufen. In Abhangigkeit davon, ob 
das Virus eine LipidhQlle aufweist oder nicht, wurden 
zwei Arten der Freisetzung des Virus aus dem Endosom in 
Betracht gezogen: Im Fall von sog- "nackten" Viren 
(z.B. Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus) wurde 
vorgeschlagen, daB der niedrige pH-Wert 
KonformationsSnderungen in Virusproteinen hervbrruft. 
Dadurch werden hydrophobe Domanen freigelegt, die bei 
physiologischem pH-Wert nicht zugSnglich sind- Diese 
DomSnen erlangen dadurch die FShigkeit, mit der 
Endosomenmembran in Wechselwirkung zu treten und damit 
die Freisetzung des Virusgenoms aus dem Endosom ins 
Zytoplasma zu bewirken. Von Viren mit HQlle (z.B, 
Vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest Virus, 
Influenza Virus) wird vermutet, daB der niedrige 
pH-Wert die Struktur oder Konformation einiger 
Virusproteine modif iziert , wodurch die Fusion der 
Virusmembran mit der Endosomenmembran geffirdert wird* 
Viren, die mit Hilfe dieses Mechanismus in die Zelle 
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•a -n fle n weisen bestimmte molekulare Besonderheiten 
exndrxngen, wexsen End osomenmembran 
atif die es ihnen ermoglxchen, o« 
auf , die es Ein trltt ins Zytoplasma zu 

aufzubrechen, urn sxcn Exnrrx-tT. 



verschaffen. 



= eine Hiille aufweisenden Viren 

unflo-re Viren, z.B. axe exne nu* 

Anaere vnw, T «„u4Jmi«- Virus stamme, 

Sendai, HIV und einige Moioney t*uk=ms vrr 
Oder die keine HOlle aufweisenden Vrren SV40 un 

-ear ihr Eindringen xn die ieue 
Polyoma benCtxgen tur xnx 

xx M ni e u konnen entweder dxrekt an der 
niedriges pH-Mxlxeu, konnen he rbeifuhren 
Zelloberflache eine Fusxon mxt der Memb 
(Sendai Virus, mSglicherweise HIV) oder aber sxe 
verm6 gen Mecbanismen auszuiasen um 

auf Z ubrecben oder sie » V^^jL Jdozytose- 

d aB auch die pH-Wert-unabhangxgen Vxre 

Weg benutzen konnen (McClure et el.. 1990). 

a*>t vorliegenden Erfindung 
in Experimented dxe der vorxxeg 

vorausgegangen sind, wurde festgestell*, daB der 
transfer mi«els Nukleinsaure-Komplexen^in denen 
di e Nukleinsaure mi* Polyka.ionen, 

, r> 0 n- an einen mtemalisierungsfaktor, Kompx 
ITT* ^tnsfexrin-Poly^in-KonJu^en. durcn 

I' B^ndlung Menovi.ee. t-ti- ten Katroviren 
oder mit virusfragmenten Viren stark erhoht wird. 

Seser Bfzekt wurde dure* Ausnutrung dee 
Dxeser cue Ze n e n uber Endozytose- 

. riie»se Viren xn dxe Aej."" 

Tr^ i -ge— warden end ^er einen spas 
JLi^ verrugen. aus a- — ^ ^ die 
entkommen, indem sre, z.B. « Fair e 
Endosomen aufbrechen (Pestan et al., 1986). 

Ausgehend von diesen Beooaehtungen wurde die gesteilte 
Aufgaoe dure* die Entwioklung einas Biokonaugats 
gelLt, das das Virus als integral Bestandtexl sernes 
funktionellen Konstrukts enthalt. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft somit ein Konjugat, 
das die Fahigkeit besitzt, mit Nukleinsaure Komplexe zu 
bilden und das aus einem Internalisierungsf aktor und 
einer Nukleinsaure- affinen Substanz besteht, zum 
Einftthren von NukleinsSuren in hohere eukaryotische 
Zellen. Das Konjugat ist dadurch gekennzeichnet, daB 
der Internalisierungsf aktor ein Virus ist, das an die 
Nukleinsaure-bindende Substanz uber einen Antikfirper 
derart gebunden ist, daB es die FShigkeit aufweist, als 
Bestandteil des Konjugat/NukleinsSure-Komplexes in die 
Zelle einzudringen und den Inhalt der Endosomen, in 
denen der Komplex nach Eintritt in die Zelle 
lokalisiert ist, ins Zytoplasma freizusetzen. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Komplexe, in denen die erf indungsgem^Ben Kon jugate mit 
NukleinsSure komplexiert sind. 

Die Fahigkeit des Virus, in die Zelle einzudringen und 
den Inhalt der Endosomen, in denen der 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplex lokalisiert ist, ins 
Zytoplasma freizusetzen, wird im folgenden als 
" Auf nahmef unktion" bezeichnet . 

Die erfindungsgemaBen Kon jugate vereinigen die Vorteile 
von auf Internalisierungsf aktor-Konjugaten basierenden 
Vektorensystemen mit den Vorteilen, die die Viren in 
diese Systeme einbringen. 

Gegeniiber dem Gentransfer liber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose weisen die erfindungsgemaBen Virus- 
Polykation-DNA- Komplexe den Vorteil auf, daB sie die 
grunds&tzliche BeschrSnkung, die den bekannten 
molekularen Konjugat-Systemen inhMrent ist, umgehen, 
indem sie im Gegensatz zu den vorbekannten Konjugaten 
uber einen spezifischen Mechanismus verfugen, der ihre 
Freisetzung aus dem Zellvesikel- System ermttglicht. 
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Gegeniiber biologischen Vektoren stellt « as 

„ aer AuBenseite das Virions gettagen sir*. Dadurch 

^an L Hilze der erfindungsgemaBen 

sehr groBe Genkonszrukte in die Zelle 

„erden, wobei hinsichtlich der Saguanz keinerlez 

Beschrankungen bestehen. 

oeaignata viran sind einerseits °°^J££* 
Fahigkait besitzen, Uber i^epxor-vermittelze 
Endozyzose in dia Zalla einzudringen und ihr. 
FreiseZzung - und damit die Freisetzung dar 
Nukleinsaure - aua dam Endosom ins zytoplasms 
^aizuianran. <*. Eignung von Viran * 
vorliagandan Exfindung ist waitars dadurch defzniert, 
aaB sia diaaa Fehigkeit auoh als Beszandtezl dar 
Hufcleinsaure-Kompleze beibehalzen. , ohne auf diese 

Mechanismus den in axe ^xa C ^ _ . 

Komplezen insorem zugute kommen. ais aufgrund dar 
Fahigkeit das virus, dan Inhalt dar Endosoman 
freizusetzen, dia Fusion zwisohan Endosoman und 
Lys osomen und demit dar in diasan ^ lor ^ Ue " 
normalerweise stattzindene enzymatische Abbau varmzadan 



wird. 



Die hdheren eukeryotischen zallan sind dam Fachmann 
neiaufig; Hefen warden nioht dazugezeblt (Watson et 
T. 19B7>. Beispiele adherer eukaryotischer ZeUen 
aie von Adenoviren infiziert werden kdnnen, wurden von 
Fields und Knipe, 1990, beschrieben. 

Z„ Viren. daran am Baginn dar mfaktion ablaufende 
Aufnahmezunktion aber Rezeptor-vermittelte Endozytose 
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erf olgt und die auf grund dieser Eigenschaf t als 
Bestandteil der erf indungsgemSBen Kon jugate geeignet 
sind, zShlen einerseits Viren ohne Lipid-Htille wie 
Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, andererseits die 
Htillenviren Vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest 
Virus, Influenza- Virus; geeignet sind aufierdem pH-Wert- 
abhSngige St&mme von Moloney- Virus . Zu besonders 
bevorzugten Viren f ur die Anwendung der vorliegenden 
Erfindung zShlen Adenovirus, Untergruppe C, Typ 5, 
Semliki Forest Virus, Vesicular Stomatitis Virus, 
Poliovirus, Rhinoviren und Moloney Leukamie- 
Virusst amine. Die Verwendung von RNA-Viren, die keine 
reverse Transkriptase haben, fiir die vorliegende 
Erfindung hat den Vorteil, daS eine Trans fekt ion in 
Gegenwart eines solchen Virus nicht die Bildung von 
viraler DNA in der Zelle zur Folge hat. 

Ein wesentlicher Vorteil, der sich aus der vorliegenden 
Erfindung ergibt, ist, daB die zu trans ferierende DNA 
nicht, wie im Fall der rekombinanten viral en Vektoren 
(siehe Berkner, 1988; Eglitis und Anderson, 1988), in 
das Genom des Ausgangsvirus integriert ist. Daher 
bietet die vorliegende Erfindung hinsichtlich der 
Auswahl der zu exprimierenden Fremdgensequenz eine 
wesentlich gr6Bere FlexibilitSt, weil die Transkription 
nicht von Promotoren im Ausgangsvirus abhSngt. AuBerdem 
erlaubt diese Strategie eine betrachtliche ErhOhung der 
GrGBe der DNA, die trans feriert werden kann, da die 
Beschrankungen, die das Virus hinsichtlich der 
Verpackung auferlegt, die Menge an DNA, die an der 
AuBenseite getragen werden kann, nicht limitiert. Uber 
diese praktischen und unmittelbaren Vorteile hinaus, 
leiten sich wesentliche mdgliche Sicherheitsaspekte von 
der Konzeption des Vektors ab. Konventionelle 
rekombinante virale Vektoren bedingen einen 
zwangsl&uf igen Mittransport von Genomelementen des 
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Ausgangsvirus, von aero 

h1ptten (Ledlex, 1989; Anderson, 1984). Da ax 
ablexten tLeaxe*, se iektiv die virale 

erfxndungsgen^en Konjugate selektx ^ 
Aufnahmefunktxon ausniitzen, xst das Vir g 

M5glichkeit der Modxfika-cxon 

J ainee ^tioneii ^ Literiefcen 
inalctiviertem viralee Genom, urn axe Si<*erb 
2U ^iniaieren. die aich aua dee ™ 
Xabenafahigen Genen aus dee Auagangevirus ergeben. 

X. Eabeen der vorliegenden Erf indung werden -t- dee 

= • « viren - vorausgeeetat. daB aie sie die 

Bagriff V^ren vo g in±tion aufweiaen - 

AufnabmefunKtion 1m «-»*^ vsrstand an. denea 
aueer den wiidtypen auch Mutant ^ Funkt ionen dee 

aufgrund einer Oder --"-J^r^U-- 

r. ^CSSS^t. abbanden 
slnd , --3c^^^ och Mutante n. die ibre 
gekoaaen eind. Ea «-J RaJunen der 

Aufnabeefunktion verloren haben ^ 
voriiegenden Erfindung angewendet »«^ n ' 

^^^1 nicbt verXoren be. 

D arartige — — ^^Z^ 

m die durch die VerpadcungeXinie KoepXeeentiert 

we rden _ ^ a.B. ie 

Hutageneaeverfabren (teInper atureensitive 
Fail von Adenovirua. ta-Mutanten it s 

- ElA- und ElB-Mutanten, Mutanten, die 

Mutanten, , ElA und au£v , eis(!n (Berto ar, 

Mutationen in MLB S"" e Eere i=hen 

1988) und Mutanten, die Mutationen 

^atLeter Kapaidproteine au f weiaen. Geeignet sind 
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welters Virusstamme, die entsprechende nattirliche 
Mutationen aufweisen. Die Replikationsf Shigkeit der 
Viren kann z.B. mit Hilfe literaturbekannter Plague- 
Assays untersucht werden, bei denen Zellkulturen mit: 
Suspensionen unterschiedlicher Viruskonzentration 
beschichtet werden und die Zahl der lysierten Zellen, 
die an Hand von Plaques sichtbar ist, festgestellt wird 
(Dulbecco, 1980). 

Fiir die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
geeignet sind auBerdem sog. defekte Viren, das sind 
Viren, denen in einem Oder mehreren Genen die fiir die 
autonome Virusreplikation erf orderliche Funktion fehlt, 
fQr die sie Helferviren bendtigen. Vertreter dieser 
Gruppe sind Dl-Partikel ( "defective interfering 
particles"), die sich vom infektiSsen Standard- Virus 
ableiten, dieselben Strukturproteine wie das 
Standardvirus besitzen, Mutationen aufweisen und das 
Standardvirus als Helfervirus fttr ihre Replikation 
benfitigen ( Huang, 1987 , Holland , 1990 ) . Vertreter 
dieser Gruppe sind auBerdem die Satellitenviren 
(Holland, 1990). Eine andere Gruppe ist die Klasse der 
Parvoviren, die als "adeno-associated virus" (Berns, 
1990) bezeichnet werden. 

Da die Aufnahmezyklen vieler Viren in die Zelle noch 
nicht zur GSnze aufgeklSrt sind, ist anzunehmen, daB es 
noch andere Viren gibt, die die endosomolytische 
Aktivitat aufweisen, die fiir ihre Eignung zur Anwendung 
in der vorliegenden Erfindung erforderlich ist. 

Weiters im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind attenuierte Lebendvaccine (Ginsberg, 1980) Oder 
ImpfstSmme. 

Weiters fallen unter den Begriff Viren ira Rahmen der 
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vcrliegenden Erfindung inaktivierte Viren. z.B. durch 

r^IL Behandiung. wie ^"f^^ 
W-Bestrahlung, durch chemizche Behandlung 
Z* W-Bestrahlung, z.B. Psoralen/UV-Behandlung. durch 
gM -»-S«ah 1 vng Oder durch NeutrcnenteschuB 

inaktivierte Viren, welters Telle von Viren, z.B. der 
ventkieinzaure oerrelte Proteinanteil (das leere 
viruskapsid). sofern sle die Aufnehmetunktronen dee 
intak-ten Virus besitzen. 

Inaktivierte Viren, wie sie z.B. auch fiir Vaccine 
Lwendet warden, — mittels literaturbekannter 
ILdard.ethoden (Davis und Dulbecco, 1980, Hearst und 
Thiry, 1977) hergestellt und daraufhin untersucht 
werden, ob sie sich als Komponente der 
erfindungsgemafien Konjugate eignen. 

Gegebenenf alls ist das Virus ein chides Virus das in 
einer Region, die fur die Aufnahmefunktion nicht 
W esentlich is,, ein Fre.depitop aufweist. 
«*i-r. Viren, wenn sie auch ihre Aufnah^txon 
verloren baben, in, Rahmen von Kombinationskomplexen 
eingesetzt werden, solange das Virus seine 
endosomolytischen Eigenschaften nicht verloren hat. 

Um ein Virus, ein inaktiviertes Virus oder 
Viruskomponente fOr die im einzelnen durchzuf uhrende 
Transfektion auszuwahlen, wird z.B. so vorgegangen, daB 
L Virus zunachst in Vorversuchen daraufbin untersucht 
wird, ob es einen Effekt bei der Aufnahme von 
Nukleinsaure/Polykation-Komplexen in die Zielzelle 
zeigt. weiters k6nnen seine Aufnahmefunktionen getestet 

werden, indem es bei der Transfektion mxt 

n TT-ansf errin-Polykation-Konj ugaten 
Biokonjugaten, z.B. Transferrin y 

bzw. einen, anderen Biokonjugat mit Spezxfxtfct fur die 
zu transfizierende Zielzelle, angewendet und seme 
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FShigkeit zur Steigerung der GentransferkapazitSt durch 
Messung der Expression eines Reportergens Uberpruft 
wird. 

Im Falle der Verwendung intakter Viren wird, 
zweckmSBigerweise parallel zu den Vorversuchen, in 
denen das Virus auf seine Eignung fur die vorgesehene 
Trans fektion. untersucht wird, gepriift, ob das Virus 
replikationsfShig ist. Die Untersuchung auf 
ReplikationsfShigkeit wird im Fall von zythopathischen 
Viren oder im Fall von Viren, die das Wachstum der 
Wirtszellen merklich beeintrSchtigen, mit Hilfe. von 
Plaque-Assays durchgefiihrt (vgl. oben). Bei anderen 
Viren werden Nachweismethoden speziell fur das 
jeweilige Virus angewendet, z.B. der 
HSmagglutionationstest oder chemisch-physikalische 
Methoden (elektronenmikroskopisch) . 

Es werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung solche 
Viren bevorzugt, die in hohem Titer herstellbar sind, 
die stabil sind, die als Wildtyp geringe Pathogenitat 
aufweisen und bei denen eine gezielte Ausschaltung der 
, Replikationsfunktionen mfiglich ist, insbesondere 
Adenoviren. Wenn eine bestimmte Zellpopulation 
transfiziert werden soli, sind Viren bevorzugt, die 
diese Zellpopulation spezifisch infizieren. FUr den 
Fall, daB von der Transfektion verschiedene Zelltypen 

» 

erfaBt werden sollen, werden Viren eingesetzt, die fur 
weiten Bereich von Zelltypen infekti&s sind. 

In jedem Fall kommen fur die therapeutische Anwendung 
der vorliegenden Erfindung in vivo nur solche Viren 
bzw. Viruskomponenten in Betracht, bei denen 
Sicherheitsrisken, insbesondere bzgl. der Replikation v 
des Virus in der Zelle sowie der Rekombination von 
Virus -DNA mit Wirts-DNA, weitestgehend minimiert sind. 
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In Vorversuoben zur vorliegenden Erfindung wurden 
Lenovirus-Praparationen rcittels ^~?~*£Z-t 
oV-sterilisationslenpe Oder *« For»aldehyd 
«. uberrresobend festgestellt, dan das AusmaB der 
ILctlvierung der viren wesentlicb gr 6B er war a!. dz. 

des Gentransfer-Effekts. Dies xst exn 
deutlicher Hinweis darauf. dafi Mechanxsi.en, die bezm 
a^ven Virus »it a- no-aien Xnre.tions.ec.ens^in 
,use™enbeng steben, zers tart £L£ 
der fiir den Gentransfer wesentHche Ef fekt ex 

■ 



wurde. 



I. Bsbmen der vorXiegenden Erfindung «-^»" 
HufcleinsEure-affine Substanzen sind .. ... f"^" 
Polykationen vie Polylysin. Polyarginin, Polyornitnzn 
Oder heterologe Polykationen mit zwei Oder mebr 
^tersobiedXXoben posltlv geladenen J ^ 

diese Polykationen versohiedene Kettenlange aufwezsen 
konnen. "eiters nichtpeptidisohe synthetisohe 
Polykationen wie PoiyethyXenimin. Geelgnete 
LLnsaure-effine Substanzen sind welters naturae 
DNA bindende Proteins polykationisoben Cbarakters wxe 
Histone Oder Protamine bzw. Anaioge Oder Fregmente 
davon, 

Bie E^nglicnKeit einer gegebenen Zellinie «r die 
Transformation durch ein Virus, das den Eintritt von 

• ... 7e ii a erleichtert bzw. einen Liganden 
Koniuaaten in die Zelie erieiuuc 

S dlesen zeXXtyp darsteXXt. bangt vo„ "dense^ 
«* der Anzanl von cberflaobenrezeptoren fur das Virus 
auf der Zielzelle ab. Methoden zur Bestxnmung der Zahl 
von Adenovirusrezeptoren auf der ZelXoberfXaobe werden 
far Hebe- und KB-ZeXlen von Svensson, X98S und Defer. 
1990, besohrieben. Es wird sngenonmen, daB der 
Adenovirusrezeptor ziemiicb ubiquitur sxprimiert wzrd. 
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Daher sind viele Zellinien mit einem Vektorsystem, das 
ein Adenovirus oder einen Teil davon enthSl*, 
transformierbar. Einige htthere eukaryotische Zellen 
haben jedoch wenige oder keine virale Rezeptoren. Wenn 
solche Zellen transformiert werden sollen, kann es 
notwendig sein, ein zweites Konjuga* eines 
Internalisierungsf aktors einzuse*zen, der an eine 
NukleinsSure-af fine Substanz gebunden is*, wobei der 
Internalisierungsf ak*or spezifisch fiir einen 
Oberfl&chenrezep*or der hoheren eukaryotischen Zelle 
is* und wobei das Viruskonjuga* und das 
Internalisierungsf aktorkonjugat mit der Nuklein.s&ure 
komplexiert sind. Solche Komplexe kbnnen mi* Erfolg 
eingesetz* werden, um die Transformation httherer 
eukaryotischer Zellen, wie z.B. epitheliale 
Atemwegszellen, die eine relativ geringe 
Zelloberflachenpopulation von Adenovirusrezeptoren 
haben (z.B. die Zellinie HBE1), zu verstSrken. 

In einer bevorzugten Ausftthrungsform der Erfindung 
enthalten die Komplexe daher zusStzlich zum 
Viruskonjuga* ein wei teres Konjugat, in dem eine 
Nukleins&ure-affine Substanz, im Falle im allgemeinen 
dieselbe wie die des Konjugats, mit einem 
Internalisierungsfaktor mit Affinit&t ftir die Zielzelle 
gekoppelt ist. Diese Ausftihrungsform der vorliegenden 
Erfindung wird vor allem dann angewendet, wenn die 
Zielzelle keine oder nur wenige Rezeptoren fiir das 
Virus aufweist. In Gegenwart eines weiteren 
Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor-Konj ugats 
profitieren diese endosomolytischen Konjugate von der 
Internalisierungsf ahigkeit des zweiten Konjugats, indem 
sie gemeinsam mit diesem an die Nukleins&ure 
komplexiert werden und als Bestandteil des so 
entstandenen Komplexes, im folgenden als "Kombinations- 
Komplex ,, oder "ternfirer Komplex" bezeichnet, in die 
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Zelle aufgenommen werden. 



jm einzelnen kann in Vorversuchen bestimmt werden, ob 

• - f U piteren) mtemalisierungsfaktors 
die Anwendung exnes (weiteren) inwon 

die Aufnahme von Nukleinsaure r Komplexen ermoglxcht oder 
verbessert. Solche Test umfassen Parallel- 
Transfektionen mil: Nukleinsaure-Komplexen exnmal ohne 
zusatzlichen intemalisierungsfaktor, d.h. mit 
Komplexen, bestehend aus Nukleinsaure und 
Viruskonjugat, und einmal mit Komplexen, xn denen dxe 
Nukleinsaure mit einem weiteren Konjugat, 
einen internalisierungsfaktor, fur den die Ziehen 
einen Rezeptor haben, komplexiert ist. Wenn exn 
zusStzlicher intemalisierungsfaktcr verwendet wird 
wird dieser vor allem durch die Zielzellen defxnxert, 
z.B. durch bestimmte zelloberflSehenantigene oder 
Rezeptoren, die fur einen bestimmten Zelltyp spezxf xscb. 
Rezeproren, Transport der Nukleinsaure 

sind und daher den gezxelten Transport a 

in diesen Zelltyp ermoglichen. 

Unter Intemalisierungsfaktor sind im Rahmen der 
vorlxegenden Erf indung Liganden oder Fragmente davon zu 
verstehen, die nach Bindung an die Zelle uber 
Endozytose, vorzugsweise Rezeptor-vermittelte 

.. e , OT+ M orden oder Faktoren, deren 
Endozytose, intemalxsxert weraen, 

Bindung/lntemalisierung uber Fusion mit 
Zellmembranelementen erfolgt. 

Zu geeigneten mtemalisierungsfaktoren zahlen dxe 
Liganden Transferrin (Klausner et al., 1983), 
Conalbumin (Sennett et al., 1981), Asialoglykoprotexne 
(„ie Asialotransferrin, Asialorosomucoid oder 
Asialofetuin), (Ashwell et al., 1982), Lectine 
(Goldstein et al., 1980 und Shardon, 1987}, bzw. 
Substanzen, die Galaktose enthalten und uber den 
Asialoglykoproteinrezeptor internalisiert werden; 
mannosylierte Glykoproteine (Stahl et al., 1987), 
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. lysosomale Enzyme (Sly et al., 1982), LDL (Goldstein et 
al., 1982), modifizierter LDL (Goldstein et al., 1979), 
Lipoproteine, die iiber Rezeptoren in die Zelle 
aufgenommen werden (apo B100/LDL); virale Proteine, wie 
das HIV-Protein gpl20; AntikOrper (Mellman et al., 
1984, Kuhn et al., 1982, Abrahamson et al., 1982) bzw. 
Fragmente davon gegen ZelloberflSchenantigene, z.B. 
anti-CD4, anti-CD7; Zytokine wie Inter leukin-1 (Mizel 
et al., 1987), Interleukin-2 (Smith et al., 1985), TNF 
(Imamure et al., 1987), Interferone (Anderson et al., 
1982); CSF ( "Colony- stimulating Factor"), (Walker et 
al., 1987), Faktoren und Wachstumsf aktoren wie .Insulin 
(Marshall, 1985), EGF ( "Epitermal Growth Factor"), 
(Carpenter, 1984) ; PDGF ( "Platelet -derived Growth 
Factor"), (Heldin et al., 1982), TGF6 (Transforming 
Growth Factor B"), (Massague et al-, 1986), 
Nervenwachs t urns fak tor (Hosang et al., 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ("Insulin-like Growth 
Factor"), (Schalch et al. , 1986), LH, FSH (Ascoli et 
al., 1978), Wachstumshormon (Hizuka et al., 1981), 
Prolactin (Posner et al., 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al., 1980), a- 
2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al., 1979), sowie 
"entwaf fnete" Toxine. Weitere Beispiele sind 
Immunglobuline oder Fragmente davon als Liganden fxir 
den Fc-Rezeptor oder Ant i-Immunglobulin- AntikOrper, die 

* 

an SIgs ("Surface Immunoglobulins") binden. Die 
Liganden kSnnen natiirlichen oder synthetischen 
Ursprungs sein (siehe Trends Pharmacol. Sci., 1989, und 
die darin zitierten Referenzen). 

Wesentlich fiir die Eignung solcher 

Internalizierungsfaktoren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, 

a) daB sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 



PCI7EP92/02231 



WO 93/07282 



18 



Nukleinsaure eingebracht werden soli, 
intemalisiert werden kfinnen und xhre 
IntemalisierungsfShigKeit nicbt oder nicbt 
we sentlicb beeintracbtigl: wird, wenn sxe mit de* 
verbindungsfaktor konjugiert werden, und 

b) a aB sie i» Rabmen dieser Eigenscbaft in der Lags 

slnd, Nukleinsaure auf de* von ibnen benutzten «eg 
in die zelle "huckepack" mitzunenmen. 

Ohne auf diese Tbeorie festgelegt sein zu 

Zln die Korcbinations-Korcplexe von Zellen entweder 

Lcb Bindung an den «r den Xnternalis^sfak^r 

spezifiscben oberflacbenrezeptor oder, im Falle der 

Verwendung eines Virus oder einer Vi-sko^ponente 

verwenauna ... ,__ BzeDtor oa er durch Bindung 

durch Bindung an den Virusrezepror 

an beide Rezeptoren iiber den Weg der Rezeptor- 

vermittelten Endozytose aufgenommen. Bex der 

Fr eisetzung der endosomolytiscbe DNA 

End oso m en wird aucb die in den 

in das zytoplasma freigesetzt und entkonunt dadurcb de* 
lysosomalen Abbau. 

u . ron viruskomponenten oder nicht- 
Die Gegenwart von Viren, virusnu y 

vlralen endoso»olvtisohen Mitteln als BestandteUe von 
Lta-Wi- Konjugaten in den DHA-Ko^leaen hat 
folgende Vorteile: 

* M **«T*«it der Gentransfertechnik mit 
1^ Breitere AnwendbarKeir aei 

dM ^iTTaZ Virus 
Mi ttel selbst. insbesondere fur den Fall deS em Vrru. 

oder eine viruskomponente eingesetat wrrd, den 
mternalisierungsfaktor darstellen kann Oder aueh rn 
Lbinetion »lt einee weiteren 

(z b Transferrin Oder Asialofetuin etc.) an dre DKA 
^pieaiert werden kann. Dadurob ist e= *en 
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positiven Ef fekt der Viren auch fiir Zellen auszuntlt2en, 
die' keinen Rezeptor fttr die jeweiligen Viren haben. 

2) Verbesserung der Gentransfer Effizienz, da durch die 
Bindung der endosomolytischen Kon jugate an die DNA eine 
geraeinsame Aufnahme in die Zellen gewShrleistet ist. 
Durch die koordinierte Aufnahme und Freisetzung von 
Viren und DNA, ergibt sich weiters die MOglichkeit 
einer Reduktion der ftir einen effizienten Gentransfer 
benotigten Menge an DNA und Viren r was besonders ftir 
Anwendungen In vivo von essentieller Bedeutung ist. 

• 

In den Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden 
Erf indung durchgefiihrt wurden, wurde Humantransferrin 
als zusStzlicher Internalisierungsf aktor verwendet, 
auBerdera wurde die LeistungsfShigkeit der 
erfindungsgemaBen Kon jugate anhand von Komplexen aus 
DNA und Polylysin-konjugiertem Virus, die kein 
zusStzliches Internalisierungsf aktor-Bindungsf aktor- 
Konjugat enthielten, demonstriert. 

* 

Die Bindung des Virus an die NukleinsSure-af f ine 
Substanz wird durch kovalente Bindung der NukleinsSure- 
affinen Substanz an einen Antikerper hergestellt. 
Bevorzugt wird ein Antik5rper verwendet, der an ein 
Epitop in einer Virusprotein-Region bindet, die an der 
Aufnahmefunktion des Virus nicht beteiligt ist. 

In den Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden 
Erf indung durchgefiihrt wurden, wurde die Bindung 
zwischen einem Adenovirus und einera Polykation 
hergestellt, indem ein Antikorper mit SpezifitSt fQr 
das Adenovirus-Kapsid mit einem Polylysin-Molekiil 
kovalent konjugiert wurde. Es ist bekannt, daB die 
Adenovirus-Faser- und Pentonproteine flir die Bindung 
des Virus und seine Aufnahme in die Zelle wesentlich 
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si ed, webrend das Haupr-capsidprorein Heron^ 
VergSnge eine ^ . sp e ! - aM 

eln AntiKorper ^ngese^ der « 

Adenovirus eit Polylysm d ^ h ^ m ' I)i ^ e spezifis ohe 
au£ dea Heronprotein "»» erks * e1119 !^^ e L ttdaMrm 
Veroindung '"^^a, ein fre »des Epitop 1- 

Adenovirus mix Polylysin erhalren. ohne die 
Kapsidproteine funktionell zu zersteren. 

.<„,== soeziellen AntikOrpers zur 
Die Verwendung ernes spezreiie 

Herstellung der verbindung zvxschen ^J 1 ™ ™ 
Mukleinsaure-bindenden Substanz 1st J""^"*" 
voraussetzung for die Eignung eines ^ virus 

AntikOrpers ist. da6 er die Aufnaheefunktion 
nicht Oder nur rum Tail nautralisiert. 

» Eabmen der vorliegenden Erfindung — 
gegen Epitope in Virusprote-Heg onen. ^a « ^e 
Aufnahmefunktion nicht essentiell sind, D « 
Beispieie for derartige virusregionen sxnd das bereits 
ervahnte Hexon-Protein das Adenovirus oder die 
mfluenza-Neuramlnidase . 

Es sind jedoch auch Antikorper nit Spezifitat £<ir 
ES sind jeoo jufnatanefuektion 
virusproteine geeignet, die an o« 
beteiligt sind, sofem durch Einhaltung eines 
geeigneten stSchiometrischen VerhaltI * SSe * ^ ^ 
-Lp ls t e t ist daB der Antikorper nur emen Teil 
gewahrleistet iSt ' be setzt, sodaS noch 

der zell-Bindungsregionen aes vnu 

^ B Bindung des Virus an die 
ausreichend Domanen fur die Binaung 
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Zelle freibleiben. Andererseits kSnnen Antikorper, die 
die Aufnahmefunktion des Virus blockieren, verwendet 
werden, wenn der Komplex auBerdem ein zweites Konjugat 
aus Internalisierungsfaktor und Nukleins&ure-bindender 
Substanz enthMlt, also ein Kombinationskomplex 
vorliegt. 

Die fur den spezifischen Anwendungsf all geeignete 
Antikorpermenge kann mit Hilfe von Titrationen bestimmt 
werden. 

Bevorzugt sind monoklonale Antik6rper, gegebene.nfalls 
deren Fab 1 -Fragmented 

Falls das Virus ein chimSres Virus mit einem 
Fremdepitop ist, ist der AntikGrper gegen dieses Epitop 
gerichtet. Vorzugsweise ist das Virus ein chimares 
Adenovirus, in dem die fUr die Hexonregion kodierende 
Region modifiziert wurde, um eine Sequenz 
einzuschlieBen, die flir ein heterologes Protein 
kodiert, gegen die ein Antikdrper erzeugt werden kann. 
Das Hexonprotein setzt sich zusammen aus einer 
hochkonservierten Basisdom&ne und drei weniger 
konservierten Schleifen, die an der Oberfl&che des 
Virus stark exponiert sind (Roberts et al., 1986). In 
diesen Schleifen gibt es mehrere kurze Regionen, in 
denen die Ad2- und Ad5-Aminosauresequenzen 
unterschiedlich sind, wobei Ad5 im Vergleich mit Ad2 
sowohl Anderungen als auch Deletionen zeigt. Diese sind 
potentielle Stellen fiir die Einftigung der heterologen 
Gensequenzen, die fiir das heterologe Protein kodiert, 
das verwendet werden kann, um das Adenovirus 
immunologisch an die Nukleinsaure-af fine Substanz zu 
binden. Vorzugsweise wird die heterologe Gensequenz in 
die Ad5 -Gensequenz bei den AminosSurepositionen 161- 
165, 188-194, 269-281 und 436-438 eingesetzt, auf die 
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_ t tt in bzw. IV Bezug genoramen 
in Fig. 8 als Stellen I, II, „ lt ^. 

. - \_ , eder ffi oglichen Stelle kann mittels site 
wird. An jeaer mog c uh klons des Ad5-Hexongens 

directed" Mutagenese eines Subklons a 
eine nur einual vorko^ende Hestri^icnsstelle 
geS chaffen warden. Gleichzeitig ^.^^iert 
L nicht konservierte AminosHuren ^ 

^ * ^ oistz fiir die Insertion der 
werden, wobei mehr Piatt £ *r 

neterologen Gensequenz bleibt. ^ uf ^ 

Anzahl von Arcinosauren, die an den Stellen I II. 

und IV eingesetzt werden kSnnen (bis zu ca. 65 

R einer Kindestanzabl von ^.renden 
Seguenzen (Die in der Ad5-Hexongenseguenz -ttels 
ger Lhteter Mutagenese geschaf f enen .aglxcben 
insertionsstellen sind in Fig. 8 dargestellt, furfl 
inserts ^ H exon-Untereinheit wurde 

dreidimensionale Skizze ae ada ptiert. ) 

die Darstellung von Roberts et al., 1986, a 

..^ at eines speziellen monoklonalen 

Die Epitopspezxfitat eines sy . , „H+-t-ois 

AntikLpers fur ein heteroses Protean Kann ..ittels 

bes,« werden. siene Geysen et al . . 
X. 1985. 1986. 1987. und EP A 392 369. auf deren 

f larun en Be 2 ug geno^en wird. Ge*a8 dress, M W 
„erden ofcerlappende acht M inos8uren lange Peptide 
heterology Proteins mittels Festphasensynthese 
neteroiog p. nt id 1 aus den sminosauren 

hergestellt. Z.B. basteht Peptrd 1 

1-8 Peptid 2 aus wninosauren 2-9, etc. uie 
ble L,en nach der Synthase an dan fasten Trager 

daraus gereinigte monoklonale xntxko rpe * 

ittels EL1SA auf Reaktivitat .nit den ^obrlxsierten 

Peptiden getestet. Wenn ein»al die 

identifier* ist. kann die Gensequenz. die fur die 

eptitope Region kodiert, in Jede der 

Restriktionsstellen der Regionen I. II. m Oder IV 
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eingefugt werden. Es gibt viele Beispiele von Proteinen 
und AntikGrpern, die fUr das Protein spezifisch sind. 
Der Durchschnittsf achmann kann eine heterologe 
Protein/AntikOiperkombination, die fttr die Anwendung im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet ist, mit 
Hilfe von Versuchen, die nicht tiber Routineversuche 
hinausgehen, auswShlen. Z.B. kann eine bekannte ftir ein 
Protein kodierende Sequenz, gegen die auch ein 
Antikorper bekannt ist bzw. aufgmnd bekarinter Methoden 
hergestellt werden kann, in die Hexonregion eines 
Adenovirus eingesetzt werden* Das result ierende chimSre 
Virus kann daraufhin auf seine immunologische Bindung, 
z.B. an einen markierten Antik6rper, in einem 
Kompetitions-, ELISA- oder anderen Immunoassaytyp 
getestet werden. Derartige Immunoassaytechniken sind 
gut bekannt und kSnnen routinemSBig vora 
Durchschnittsf achmann durchgefUhrt werden. 

Die Antikorper- Polykat ion- Kon jugate kbnnen auf 
chemischem Weg in ftir die Kopplung von Peptiden an sich 
bekannter Weise hergestellt werden, wobei bevorzugt 
nach der von Wagner et al., 1990, und in der 
EP Al 388 758 beschriebenen Methode vorgegangen wird. 

Sofern monoklonale Antikfirper in der konstanten Region 
der schweren Kette geeignete Kohlenhydratseitenketten, 
insbesondere endst&ndige SialinsSuren, aufweisen, 
k6nnen die Kon jugate durch Bindung des Polykations an 
die Kohlenhydratseitenkette hergestellt werden, wobei 
die von Wagner et al., 1991b, beschriebene Methode 
verwendet werden kann. 

Die Erfindung betrif ft in einem weiteren Aspekt 
Komplexe, die in h6here eukaryotische Zellen 
aufgenommen werden, enthaltend NukleinsSure und ein 
Konjugat aus einem Internalisierungsf aktor und einer 
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harper a— t « es die 

FShigkeit nesitzt, .1. Bestandteil des 
KonJugat/HukleinsSure-Kompl-es »*^ U ^ aenen der 
einzudringen und den InhaXt der E " a ° s °^' * ins 
Kompxex nach Eintri« in die zelie lokelxslert ist, 
Zytoplasma freizusetzen. 

, a , , + .,4-tven zusammensetzung der 

Hinsichtlich der qualxtatxven * , un achst die 

Vnmnl wir d im allgemeinen zunacnsr o« 
Nukleinsaure-Komplexe wxra » * es -taelegt. 

in die Zelle zu importierende Nuklexnsaure f e ^eleg 

, m r allem durch den in der Zelle 
Die Nuklexnsaure wxrd vor aliem . Falle 

zu erzielenden biologischen Ef fekt defxnxert x» Fall 
der Anwendung i. Ha^en der Gentberapie durcbdas zur 

session zu bringende Gen ^ » 

_ , nn eines de fekt en Gens, w». 

zwecks Substitution exnts=> 

, 4nee _„ inhibierenden Gens. Bex den xn ax 
7ielseauenz ernes zu nuij-w^ , . 

^ lie » transportierenden Ku.leins.uren «n ^ 
„ DNAs oder RNAs handeln, wobei ^sichtlicb der 
Nukleotidseouenz keine Beschrankungen bestehen. 

Wenn die Erfindung auf ^orzellen ^£ u» 

diese als Krebsvaocine einzusetzen, kodxert dxe 
DNA einzufubrende Zelle vorzugsweise fur exne 

w ^ R ein zvtokin wie IL-2, 

immunmodulierende Substanz, z.B. exn ^ 

™4 IFN-gamma, TNF-a. Von besonderem Nutzen konnen 
K ^ln tionen von DNAs sein, die « Zvtokine kodieren, 

.... X.-2 und XEN-g^a. ^^Zr^sXs ZZ 
Einbringen in Tumorzellen nutzlxch ist, xst a 

Drug Restistance Gene" (mdr). 

>, * rh zwei oder mehr verschiedene 
Es ist auch moglxcb, zwei <->u. 

-sr. die Zelle einzubrxngen, z.B. 
Nukleinssuresequenzen xn die Ze zwei 

ein Plasmid, enthaltend cDNAs , kodxeren 
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verschiedene Proteine, unter der Kontrolle von 
geeigneten regulatorischen Sequenzen, Oder zwei 
verschiedene Plasmidkonstrukte, enthaltend verschiedene 

cDNAs . 

Zu therapeutisch wirksamen inhibierenden NukleinsSuren, 
die zum 2weck der Inhibierung spezif ischer Gensequenzen 
in die Zelle eingefiihrt werden, zShlen Genkonstrukte, 
yon denen Antisense-RNA oder Ribozyme transkribiert 
werden. Ferner ist es auch mGglich, Oligonukleotide, 
z.B. Antisenseoligonukleotide, in die Zelle 
einzubringen. Antisenseoligonukleotide umfassen 
vorzugsweise 15 Nukleotide oder mehr. Gegebenenfalls 
k5nnen die Oligonukleotide multimerisiert sein. 
Ribozyme werden vorzugsweise als Teil eines 
Genkonstrukts, das s,tabilisierende Genelemente, z.B. 
tRNA-Genelemente, enthSlt, in die Zelle eingefuhrt. 
Genkonstrukte dieses Typs sind in der EP A 0 387 775 
geoffenbart. 

AuSer Nukleinsauremolekulen, die Gene, z.B. virale 
Gene, aufgrund ihrer Komplementarit&t inhibieren, 
kfinnen auch Gene mit anderer inhibierender Wirkung 
verwendet werden. Beispiele daflir sind Gene, die fiir 
virale Proteine kodieren, die sog. transdominante 
Mutationen haben (Herskowitz, 1987). Expression der 
Gene in der Zelle liefert Proteine, die das 
entsprechende Wildtypprotein dominieren und auf diese 
Weise die Zelle, die zellulare ImmunitSt erwirbt, 
schiitzen, indem sie die Virusreplikation verhindern. 
Geeignet sind transdominante Mutationen viraler 
Proteine, die fiir die Replikation und Expression 
erforderlich sind, z.B. Gag-, Tat- und Rev-Mutanten, 
von denen gezeigt wurde, da6 sie HIV-Replikation 
inhibieren (Trono et al., 1989; Green et al., 1989; 
Malim et al., 1989). 
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c .r„f Krlanoung intrazellularer . 
Bin anderer Mechanxsmus zur Et1 *^ 9 die 
I^unxtat umf aBt die Expression von RNA Mo ^ 
die Bindungsstelle fur ein essentxelles vxra 

„ »tar Decoys" (Sullenger et ax., 

enthalten, z.B. sog. TAR Decoy 



1990) 



Beispisla for i» Bab»an der ^tischen G^-aple 
—are Gene, die 1* Hilfa der 
««« ola BastandraXl von Genlt ons^ « 
zell. eXngeacbXaust warden — Fa«cr vx 

•« feHehe z-B. Wood et aX., iSO *'" 

(Hamophilxe A), (sxene z. 1982), 

*..rn* m rsiehe z.B. Kurachx et al., 
IX (Hamophilxe B), (sxene valerio et al., 

A denosindeaminase (SCID), (sxehe z.B. * ale ~^ 
198 4) o-l Antitrypsin (Lungenemphysem), (siehe z.B. 

i 1985) Oder das "Cystic fibrosxs 
Ciliberto et al., 1985) oaer « ^ , siehe z B . 

transmembrane conductance regulator gene 
Jordan et al., 1989). Diese Beispiele stellen 
keinerlei Beschrankung dar. 

BeragXich dar GrBBe der NuKXeXnsauren sind Anwendungen 
„ elen weXten BereiO f * 

vorli egenden . — UeTnes eXn 

einer GrdBenordnung von ca. 0.15 kb U» 

Rib02 ym-Gen anthaXtandan tRNA-Gens) brs ca. 50 Kb un 

v oWr ^rt werden; kleinere 
dariiber in die Zelle bef ordert weraeix, 

Nu kleinsauremolekule konnen al. Oligonukleotxde 
angewendet werden. 

Es ist offensichtlich, daB gerade auf grund der 
Tat sacbe, daB die vorliegende Erfindung ™^ 
BeschrSnkungen hinsichtlich der Genseguenz unterlxegt 
und daB mit Hilfe der Erfindung auch sehr ^° Be 

^ cncnnrtiert werden kSnnen, brexteste 
Genkonstrukte transportxert weru« 

Anwendungsmoglichkeiten gegeben sind. 

Bei der Bestimmung des molaren VerhSltnxsses 
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Antik8rper-Polykation: Nukleinsaure ist zu 
beriicksichtigen, daB Komplexierung der NukleinsSure(n) 
stattfindet. Im Zuge von frttheren Erfindungen war 
festgestellt worden, daB ein Optimum fur den Import von 
Nukleinsaure in die Zelle erzielt werden kann, wenn das 
Verhalnis Konjugat: Nukleinsaure so gewShlt wurde, daB 
die internalisierungsfaktor-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexe weitgehend elektroneutral waren. Es wurde 
festgestellt, daB die Menge der in die Zelle 
aufgenpmmenen NukleinsSure-Menge nicht verringert wird, 
wenn ein Teil der Transferrin-Polykation-Kon jugate 
durch nicht-kovalent gebundenes Polykation erse.tzt 
wird; in bestimmten Fallen kann sogar eine 
betrachtliche Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht 
werden (Wagner et al., 1991a). Dabei war beobachtet 
worden, daB die DNA innnerhalb der Komplexe in zu 
toroiden Strukturen mit einem Durchmesser von 
80 - 100 nm verdichteter Form vorliegt. Die Menge an 
Polykation wird somit im Hinblick au£ die beiden 
Parameter ElektroneutralitSt und Erzielung einer 
kompakten Struktur gewahlt, wobei die Menge an 
Polykation, die sich im Hinblick auf die Erzielung 
einer weitgehenden Elektroneutralitat der Komplexe, wie 
sie im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt ist, 
aus der Ladung der Nukleinsaure ergibt, im allgemeinen 
auch eine Kompaktierung der DNA gewahrleistet. 

Eine geeignete Methode zur Bestimmung des Verbal tnisses 
der in den erf indungsgemSBen Komplexe enthaltenen 
Komponenten besteht darin, zunachst das in die Zellen 
einzubringende Genkonstrukt zu definieren und, wie oben 
beschrieben, ein fur die jeweilige Transfektion 
geeeignetes Virus zu bestimmen. Daraufhin wird ein 
Antikorper, der an das Virus bindet, mit einem 
Polykation konjugiert und mit dem Genkonstrukt 
komplexiert. Es kann z.B. so vorgegangen werden, daB 
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ausgehend von einer definierten Virus«ng. *«*^» 
durchgefuhrt warden, indee die zielzellen »t dieeer 

Lnzenrxationen oehandelt werden (Oder gegebenenfalls 
uBgekehrt). Auf dieee Weise wird des U 
VerhSltnis DNA-Kompler : Virus ermittelt. In ei 
sweiten Sohritt werden die zellen -it ebnetoenden 
„trarionen der virus/BNA-Korcplex-Mischung (ber 
^ente^ verhMi^s Virus = Mpl e,) behandelt und d e 

optinele Konrentration berti-rc. Vorsugswerse 1st 

■ .^irns und das molare verhaltnis von 
Virus em Adenovirus una uqo 

Adenovirus : N ukleinsSure-af finer Substanz ca. 1.1 



1:100. 



Die LSnge des Polygons ist nicht kritxsch, sofem 

die Komplexe im Hinblick auf die bevorzugte 

Ausfuhrungsform im wesentlichen elektroneutral sxnd 

Ausfunrung Polvlvs in-Kettenlange lxegt 

Der bevorzugte Berexch der Polyxysxn 

i. eereicb von ca. 20 bis ca. 1.000 Lysxzmonomere Es 

besteht jedoch far eine vorgegebene DNA-Lange kexne 

ZTTsJ* LMnge fur das Polykation. Wenn die 

6 000 bp und 12.000 negativen Ladungen besteht, kann 

die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sexn: 

60 Mol Polylysin 200 oder 

30 Mol Polylysin 400 oder 

120 Mol Polylysin 100, etc. 
Der Durchschnittsfachmann kann mittels einfacher 
Routineversuche andere Kombinationen von 
Polykationlange und molarer Menge auswahlen. 

Die erfindungsgemaBen Komplene k5nnen hergestellt 
werden, indem die Komponenten NukleinsSure und 
AntikSrper-gekoppeltes Polykation, die Jewells in Form 
verdunnter LSsungen vorliegen, gemischt werden. Dxe 
Herstellung der DNA- Komplexe kann bei 
Salzkonzentrationen erfolgen. Eine weitere MSglxchkext 
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besteht im Einsatz hoher Salzkonzentrationen (etwa 2 M 
NaCl) und anschlieBende Einstellung au£ physiologische 
Bedingungen durch langsames Verdttnnen bzw. Dialyse. 
Die jeweils am besten geeignete Reihenfolge fiir die 
Mischung der Komponenten Nukleinsaure, Antikttrper- 
Polykation-Konjugat und Virus wird im einzelnen in 
Vorversuchen bestimmt. 

Die Erf indung betrif ft in einem weiteren Aspekt ein 
Verf ahren zum EinfUhren von Nukleinsaure in hohere 
eukaryotische Zellen, wobei man die Zellen mit den 
erf indungsgemSBen Komplexen derart in Kontakt bringt, 
daB eine Internalisierung der Komplexe und deren 
Freisetzung aus den Endosomen erfolgt. 

Die vorliegende Erf indung betrif ft in einem weiteren 
Aspekt pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend als 
wirksame Komponente einen Komplex, bestehend aus 
therapeutisch wirksamer NukleinsSure, vorzugsweise als 
Bestandteil eines Genkonstrukts / und einem tiber einen 
Polykation-gekoppelten Antikorper. Bevor^ugt liegt 
diese Zubereitung als Lyophilisat oder in einem 
geeigneten Puffer in tief gef rorenem Zustand vor, und 
die VirusprSparation wird kurz vor der Anwendung mit 
der Komplex- Losung vermischt. Gegebenenf alls ist in der 
pharmazeutischen Zubereitung bereits das Virus 
enthalten, in diesem Fall liegt sie in tiefgefrorenem 
Zustand vor. Jeder inerte pharmazeutisch annehmbarer 
TrSger kann verwendet werden, z.B. Kochsalzldsung oder 
phosphatgepuf ferte Kochsalzlosung oder jeder Trager, in 
dem die DNA-Komplexe geeignete 

LGslichkeitseigenschaften haben, urn im Rahmen der 
vorliegenden Erf indung angewendet zu werden, Beziiglich 
Methoden zur Formulierung pharmazeutischer 
Zubereitungen wird auf Remington's Pharmaceutical 
Sciences, 1980, Bezug genommen. 
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Gegebenenfalls liegen die t0> die Tranafektzon 
erf orderliohen Komponenten. naalich DNA, 
Virusprdparation und Antikdrper-Konjuget bz„. die 
Konjugationspartner, gegebenenfells 
^ernaXieie^s^-Ko^t j"^^ 
Polykation, in einem geexgneten Puffer ge 

teilweise getrennt als ^^•^ -t - - 
Tr ansfek t ionskxts vor, der "J^^^* der 
vorliegenden Erfindung xst. Der 

vorliegenden Erfindung umfaSt einen Trager, der exnen 
vorliegena Rohrc hen, Flaschchen oder 

oder mehrere Behalter, wie ^ , . . ^ - 

^ches enth.lt. die die for die «ansie,t,=n der 

hdheren eukarvotischen ~f^Li- 

vo rliegenden «™ eklieLkit kenn ein 

enthelten. In einem solchen Transfer 

erster Behalter ein Oder aehrere verschzedene DMAs 

erster oe"" i.™ ein Oder mehrere 

enthalten. Ein z»eiter Behalter kann ein 

veraohiedenelntemalisierungstaktor-Kon^te 

enthalten. woait die Anwendung des Trenefektzonekits 
els Beukastensyste* ermeglieht wird. Ob dze 
Bestandteile als gebraochsf ertige Zubereztung Oder 
gltrennt vorliegen. - unmittelbar .or der Verwrfung 
ge*is=ht zu werden, hengt neben der *P-""*~ 
Lendung von der Stebilitst der Ko-pleae ab dze^ 
routines in stabilitatstests untersuoht »erden 



kann. 



Die therapeutisohe Anwendun, kann systemisoh erfolgen 
ELTtJ die intravenase Route bevoraugt. Zielorgen. 
flabex wuu u. Leber, Milz, Lunge, 

fur diese Anwendungsforra sxnd z.B. Leber, 

Knochenmark, Tumore. 

KOrzlioh wurde die MOgliohkeit aufgezeigt. 
Lreife Muskelzellen, zu verwenden. ue Gene zn die 
M^elzesem von Mdusen eznzubringen. Be von Mvoblesten 
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gezeigt wurde, daB sie das Genprodukt ins Blut 
sezernieren, kann diese Methode breitere Anwendung 
finden als zur Behandlung genet ischer Defekte von 
Muskelzellen, wie z.B. der Defekt im Zusammenhang mit 
Muskeldystrophie. Es kSnnen somit die manipulierten 
Myoblasten verwendet werden, urn Genprodukte zu lief ern, 
die entweder im Blut wirken, oder vom Blut 
transportiert werden. 

Beispiele ftir die lokale Anwendung sind das 
Lungengewebe (Anwendung der erf indungsgemaBen 
Zusammensetzung als Fliissigkeit zur Instillation oder 
als Aerosol zur Inhalation), direkte Injektion in die 
Leber , ins Muskelgewebe oder in einen Tumor oder die 
lokale Anwendung im Gastrointestinal takt. Eine weitere 
Methode fur die Verabreichung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung ist die Applikation iiber das 
Gallengangsystern. Diese Anwendungsmethode erlaubt den 
direkten Zugang zu den Hepatozytenmembranen an den 
GallenkanSlchen, wobei. die Wechselwirkung mit 
Blutbestandteilen vermieden wird. 

Die therapeutische Anwendung kann auch ex vivo 
erfolgen, wobei die behandelten Zellen, z.B. 
Knochenmarkszellen, Hepatozyten oder Myoblasten in den 
KSrper ruckgefUhrt werden r z.B. Ponder et al., 1991 , 
Dhawan et al., 1991. Eine weitere ex vivo Anwendung der 
vorliegenden Erfindung betrifft sog. Krebsvaccine. Das 
Prinzip dieser therapeutischen Moglichkeit besteht 
darin, Tumorzellen von einem Patienten zu isolieren und 
die Zellen mit einer fur ein Zytokin kodierenden DNA zu 
trans fizieren. In einem nachsten Schritt werden die 
Zellen gegebenenf alls inaktiviert, z.B. durch Strahlen, 
derart, daB sie sich nicht linger vermehren, aber noch 
immer das Zytokin exprimieren. Dann werden die 
genetisch verSnderten Zellen dem Patienten, dem sie 
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entnoamen wurden, als Vaccin verabreicht;. In der 



TOgebung der Impfstelle aktlvieren die . SM "~ 
Zy Line das I^unsyste*. «... mde» .« ^ 0t °^ 
Y . . a v^ n -viPrten Zellen Wnnen 



Zytokxne aas xiwuiu^ z ~ - — , . „ 

Zellen aXtivieren. Diese aXtivierten Zellen ***** 

Le WlxKnng in anderen Tellen des «^J^^ 
gr eifen auch nlchtbehandelte Tu-orzallan an auf 

. * * Risiko von Tumorrezidiven und 
Weise wird das Rxsxko von ... 

Metastasenentwicklung verringert. Exne fur die 

r^c^arcinen fur die Gentherapxe 
Anwendung von Krebsvaccxnen iu . 19g2 

geeignete Vorschrift wurde von Rosenberg et el., WW. 
SsXieben. ntt der von Rosenberg vorgescblagenen 
™iralen Vektoren kann das Gentransfersystejn der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden. 

Um die Leistungsf ahigkei* von Adenovirus-An^ikorper- 
Polykation/DNA-Komplexe fur den Gentransfer 
feslustellen, wurde als DNA ein Plasaid, 
daS fur Pnotinus Pyralis Luciferase kodxerende Gen 
(D. Wet et 1., 1987) als Reportergen, exngesetzt. 

A-to K-omnlexe wurden HeLa-Zellen 
™ ^ Zsl ^Te^en sine def inierte 
^ion von Zelloberf lacbenrezeptoren fur Adenovxren 
(Philipson «t al., 1968). Wenn die Komponenten des 
erfindungsgemSBen Konjugats (Virus, Antikorper- 
Polylysin-Konjugat, DNA) in Kombination angewendet 
wurden, wurden hohe Werte fur die Expression des 
Luciferase-Reportergens erhalten (Fig. 3): 
vargleicbsexperxmente zeigten, daB das Adenovxrus den 
Transfer von nicht-komplexierter Plasmid-DNA nur 
geringfugig erhShte. AuBerden, wurde festgestellt 
DMA die mit den, Antikorper-gekoppelten Polylysxn (ohne 
Bindung an das Virus) komplexiert war, nxcht ^ 
nennenswert in HeLa-Zellen aufgenonunen wurde. xn 
starkem Gegensatz dazu konnten mit de* Koaplex bohe 
Gen-Expressionswerte erreicht werden, wenn die DNA 
een r.xp ^ . ., karoer mit dem Adenovirus xn 

durcb Bindung fiber den Antikorper m« 
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*> 

Wechselwirkung treten konnte. Dieser Effekt wurde 
aufgehoben, wenn die Virionen vor der Komplexbildung 
hitzebehandelt wurden. Da diese Behandlung selektiv die 
viralen Aufnahmefunktionen aufhebt, ohne die 
strukturelle Integritat des Virus zu stGren (Defer et 
al., 1990), kann aus diesen Experimenten geschlossen 
werden, daS es die spezifischen Aufnahmefunktionen des 
Adenovirus sind, die den entscheidenden Beitrag fiir die 
LeistungsfShigkeit des Gentransfers darstellen. Weiters 
wurde festgestellt, daB die Kompetition um das 
heterologe Epitop auf der OberflMche des chimaren 
Adenovirus durch einen spezif ischen, nicht Polylysin- 
gebundenen monoklonalen Antikorper ebenso eine 
Verringerung der Netto-Genexpression bewirkt. Dieser 
Effekt trat nicht auf, wenn ein unspezif ischer 
AntikGrper eingesetzt wurde. Es ist daher die 
spezifische Wechselwirkung zwischen der AntikSrper- 
gebundenen DNA und dem korrespondierenden Adenovirus- 
OberflSchenepitop wesentlich fur die GewShrleistung 
eines f unktionellen Gentransports durch den Komplex. 
Weiters wurde festgestellt, daB Polylysin-komplexierte 
DNA nicht nennenswert durch das Adenovirus in die 
Zielzellen befordert wurde. Dies ist ein Hinweis daftir, 
daB die Gentransfer-Kapazitat der Komplexe nicht auf 
der Kondensierung von DNA beruht, sondem von der 
Antikorper-vermittelten Bindung des Reportergens an das 
Virion abhfingt. 

In Ubereinstimmung damit konnte die Verwendung eines 
Virus, der das vom Polylysin-gekoppelten AntikSrper 
erkannte Epitop nicht aufwies, die hohen Gen- 
Expressions werte, die durch ein Virus erreicht wurden, 
das dieses Epitop besaB, nicht erzielen. Dieses Virus 
konnte jedoch das AusmaB des Gentransfers iiber 
Backgroundniveau erhohen . Da von Adenoviren bekannt 
ist,, daB sie die zelluiare Aufnahme von Makromolekttlen 
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^«,^ f i seh verstarken kfinnen 
iiber die Fliissigphase unspezifiscft vers 

, * *■ -i 1990) war dieses Ergebnis mcht 
(Defer et al., 1990), wa ^pezifische 
unerwartet. Die Tatsache, dafl dieser un p 
Transport eine deutlich geringere Expression des 
Lporrergens bewirkte als das spezifische Virus das an 
rrliLrper-Poivlysin/DNA-Ko^ 
Z eigt die Wichtigkeit der spezif ischen Bxndung der 
Komplexkomponenten * 

Di e Weohselwirkung von Elasmid-DNA mi* p °^ si »- 
Ljugaten resultiert in signifikanten strukturellen 

eine auffallige Kondensatzon zu ezner to 
von 80 - 100 nm charaktarisiert »ird (Wagner et al.. 
1991a) . per Durcneeaaer des Virus lieg* in ezn« 
Gr 6Benordnung von 70 - 80 nm (Ehilipson, 1983). 
„uzde daher auf der Grundlage von sterischen 
Oberlegungen davon ausgegangen, daB das °P*« al * 
Verhalmis von Adenovirus zu Antikerper-Polylysln- 
Komplezierter DNA nicb* gr68ar als 1 , 1 sezn sollte. 
Daruberbinaus 1st der Ourchmesser der "ooeted pits 
^Ch die der anzanglicne Auznabmesobritt d« Eez ptor- 
vermirtelten Endozytose berbeigeruhrt vzrd 
(Darnell e* al.. 1975). Aufgrund dieser Tatsache wurde 

angeuommen, daS MUltimere eiDBeschx(Snkt 
ilberschreiten, in ihrer Aufnahmefahzgkeit ezng 
sein warden. » « der vorliegenden Erf zndung 
„urden diese ZusammenhSnge analysiert. wobei durch 
Bandung von Adenovirus in molarem OberscbuB gegenuber 
aer Anrikarper-Polylysin-komplaxierren DNA ^zergt 

aafl ein Maximum an Reportargen- Expression bez 
Verhelmis von 1 = 1 bewirkte (Fig. 4, Es wurde 
aaher im Eahmen der durehgezuhrten versuche als 
optimeles Konjugat ein solches ermittel*. das aus aznar 
einzigen Adenovirus-InternalisierungdomSne zn 
Verbi'dung mit einer einzigen Antikdrper-Polylyszn/BNA- 
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Bindungsdomane besteht. 

Als nSchstes wurde die Leistungsf ahigkeit des 
Gentransfers von Adenovirus -Ant ikSrper-Polykat ion- 
Konjugaten, die dieses optimierte Verhaltnis aufweisen, 
untersucht. Wenn logarithmische Verdiinnungen des 
Komplexes den Zielzellen beigegeben wurden, ergab sich 
eine entsprechende logarithmische Abnahme der 
Reportergen-Expression (Fig, 5), wobei auffallend war, 
daS 107 DNA-Molekttle, die mittels dieses Vektorsystems 
auf 106 HeLa-Zellen angewendet wurden, eine 
nachweisbare Expression des Reportergens bewirkten, 
Uberraschenderweise konnte somit mit so wenigen wie 
10 DNA-Molektilen pro Zelle in Form von Adenovirus- 
Polykation-DNA-Komplexen eine effiziente Expression 
eines Fremdgens herbeigefiihrt werden- 

Es zeigt sich somit hinsichtlich der GrGflenordnung der 
Aufnahme von DNA eine deutliche Uberlegenheit der 
erfindungsgemaBen Kon jugate gegenuber den DNA- 
Gentransfer-Vektoren, von denen gr5Benordnungsm£Big 
500.000 DNA-Molekiile pro Zelle benetigt werden (Feigner 
et al., 1987, Feigner et al., 1989, Maurer, 1989 ) . Da 
diese Methoden den groBten Teil der DNA ef f izient in 
den Zielbereich der Zelle, nSmlich das Zytosol, 
befGrdern (Feigner et al., 1989, Malone et al., 1989, 
Loyter et al., 1982), beruht die Leistungsf ahigkeit der 
erfindungsgemSBen Konjugate moglicherweise nicht 
ausschlieBlich auf der Verstarkung der Freisetzung der 
Fremd-DNA ins Zytoplasma; es diirften zusStzlich noch 
weitere Vorgange auf dem Weg des Gentransfers verstarkt 
werden. 

In der Konf iguration der Adenovirus -Polylysin-DNA- 
Koraplexe f ungiert der Adenovirusanteil sowohl als 
Mittel ftlr das Aufbrechen von Endosomen als auch als 
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Jtranefereffizienz der Kon^e Ac erne gegebene 
zielrelle die relative Zahl von adenovirus- 

T 1968) zeigten einen ensprechend hohen Grad an 
al., lyoo/ # *««»-y m1 --i-tels Adenovirus- 

Zug anglxc*kex* fUr den ^-transfer . «e s 

Polylysin-DNA-Komplexen (sxehe Fxg. 6). M 9 

• rpiativ niedrige Anzahl von 

dazu wxrd dxe relate n g precious 
Adenovirusrezeptoren, dxe dxe Zellxnx 

und Russell, 1985) und HBE1 ^^^'^T 
niedrigen Gentransfernxveau mittels den Korcplexen xn 

diese Zellen reflektiert. 

TemSre Kon,ple*e. die rusatriicb » Adenovirus einen 
anderen zelloberfiachenliganden 
< Int ernalisierungsfaktor> entbielten, -eigten 
significant bdbere Werte ais die jugate die^ 
Transferrin- Oder Adenovirus-Ligandendomanen batten 

w «• StdBenordnung dieser verstarfcung beruhte 
leu^iob nicbt auf der Grundiage eines additrven 
E£fe Kts von xransferrin-Polylyein-DNA-Ko^leKen plus 
Aaenovirus-Poiyiysin-DHA-Ko^exen. Da dr. t^rnaren 

rt(3n Adenovirus- oder Transferrxn- 
Komplexe uber den Aaenovxiu isfit 

• v^ai i ciert werden konnen, xaot 
Aufnahmemechanismus xntemalxsxerl: we 

dieses offensiohtlxche zusanunenwirken vermuten, dafl dxe 
^irus^e den Eintrit* in die Zelle Uber bexde 
weg e erleichtert, vermutlioh auf der Grundlage der 
durch Adenovirus bewirkten Endosomolyse. Um dxe 
seleWxve Mitwirkung der adenoviral Domane des 
tern^ren Kcplexes bex* Aufbrechen von Endosorcen zu 
ze igen wurden die Kombinations-Ko^plexe auf Zellxnxen 

ufg^aob,, die unterscbiedliche E.pfanglxc^eit fur 
Adenovirus-Polylysin-DNA-KompleKe aufwexsen (Fig. 7B). 
"itheliale A^wegszellinie zeigt 1. Vergleich zu 
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HeLa-Zellen sehr niedrige Gentransf erwerte, erzielt 
durch AdpL-DNA-Komplexe (Fig. 6), was die relativ 
niedrige ZelloberflSchenpopulation an 
Adenbvirusrezeptoren, die fUr diese Zellinie 
charakteristisch ist, wiederspiegelt. In deutlichem 
Gegensatz fuhrte die Verwendung von ternSren AdpL/TfpL- 
Komplexen zu Genexpressionsniveaus, die vergleichbar 
mit den in HeLa-Zellen gesehenen waren. Die* 
Empf&nglichkeit dieser Zellinie ftir den Gentransfer 
durch die ternSren Komplexe stimmt mit dem Konzept 
uberein, daS die AdenovirusdomSne iiber den Transferrin- 
Mechanismus aufgenommen wird, wobei sie den Gentransfer 
verstarkt, indem sie den Aufbruch von Endosomen 
bewirkt. Daraus ergibt sich die MSglichkeit; die 
endosomolytische Eigenschaft von Adenovirus und anderen 
Viren bei der Konstruktion von Konjugaten auszunutzen, 
die dadurch die FShigkeit erhalten, dem 
Zellvesikelsystem zu entkommen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f erner in 
einem Nagetiermodell der direkte in vivo Transfer eines 
Gens in das Atemwegsepithel mit Hilf e der 
erfindungsgemSBen Komplexe gezeigt. Dies begriindet die 
Moglichkeit, die vorliegende Erfindung anzuwenden, um 
eine transiente Genexpression im Atemwegsepithel zu 
erzielen. Die MDglichkeit, eine genetische Modifikation 
von Atemwegszellen in situ zu erreichen, stellt eine 
mBgliche Strategie der Geritherapie fur Erkrankungen des 
Atemwegsepithels dar. Bei den durchgefUhrten Versuchen 
ergaben die Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexe ein 
geringes Reportergen-Expressionsniveau. Dies ist im 
Einklang mit der Tatsache, daB diese Art von Konjugat 
in den Endosomen eingeschlossen werden dilrfte. Die 
binSren Adenovirus-Polylysin-Komplexe bewirkten eine 
signifikant hOhere Genexpression. Diese wurde weiter 
erhOht, indem ein zweiter Internalisierungsf aktor in 
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dem Ko^ations-Ko.plex hTfpL/AdpL eingesetz* wurde. 

um .estzusteUen. o* die ^^^Ter 
Transduktionshaufigkeit ubereinstimmt, wurde 

« fl ffl1t den diversen Komplexarten 
an Zellen, die mit de "*^ Es ^ festg estellt, 

■i-ransduziert wurden, ermitteir. *s hipfnL 
^Teine solche Cbereinstinunung vorliegt; das ait hTfpL 
*<Tl^e Atemwegsepithel in der PrimSrkultur zexgte 
modifizierte Atemwegs * AdP L-Komplexe im 

<alsl i Tr ansduktionshaufigkext r die Aapn y 

90 30 % und die Kombinations-Komplexe 
Bereich von 20 - 30 * una u 
meh r als 50 % modifizierte Zellen. 

Die in vivo im Nagetieruodell durchgefuhrt en ^ 
mtperimente stimmten mxt » » ^ ' 
Saltenen Ergebnissen Uberein. Die Untersuchung von 
^LoXogisohen tungenabschnitten von Ratten. diemi* 
^KoLnations-Ko^en behandelt worden waren, 

, ei g t en ^TJZ^ positive zeUen 

Galaktosidaseaktivitat, die zanxx *< 

enthielten. Die positiven Regionen wurden den 
"onchioXen und distalen A^wegsregionen zugeordnet. 



Fig. 1: 



Figuremibersicht 

Schematise!* Darstellung von Adenovirus- 
Polykation-DNA-KompleKen, enthaltend em 
Fremdepitop auf dem Adenovirus-Kapsxd 
« Herstellung des chimaren Adenovirus Ad5-P202 

It si ^ovirus-Polykation-DKA- 

Komplexen in HeLa-Zellen 

Bestimmung des optimalen Verhaltnisses von 
Adenovirus und Polylysin-AntikSrper- 
komplexierter DNA 
Fia 5: Bestiemung der Leistungsfahigkeit des 

' Gentransfers durcb Adenovirus-PoXykatton-DNA- 

Komplexe 



Fig* 4: 
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Fig. 6: Gentransfer raittels Adenovirus- Poly kat ion- DNA- 

Komplexen in verschiedene eukaryotische Zellen 

Fig. 7: Gentransfer mittels Kombinations-Komplexen, 

enthaltend Adenovirus- und Humantransferrin- 
Kon jugate 

A: Vergleich der Effizienz von Kombinations- 
Komplexen mit binSren Komplexen in HeLa-Zellen 
B: Vergleich von HeLa-Zellen und HBE1- Zellen 
hinsichtlich der Gentransferef f izienz von 
Kombinations-Komplexen 

Fig. 8: Dreidimensionale Darstellung der Hexon- 

Untereinheit ; mogliche Insertionsstellen in 
der Ad5-Hexongensequenz, erhalten mittels 
gerichteter Mutagenese 

Fig. 9: Transfektion von primaren Atemwegs- 

Epithelzellkulturen. Relative H6he des 
Nettogentransfers 

Fig. 10: Transfektion von primaren Atemwegs- 

Epithelzellkulturen. Relative 
TransduktionshSufigkeit 

Fig. 11: Gentransfer uber die intratracheale Route in 

vivo. Relative H6he des Nettogentransfers in 
vivo 

Fig. 12: Gentransfer liber die intratracheale Route in 

vivo. Lokalisierung der heterologen 
Genexpression im Atemwegsepithel 

Fig. 13: In vivo Anwendung von chimSren Adenovirus- 

Lectin-Polylysin-DNA-Komplexen 



Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
illustriert: 

Beispiel 1 

Herstellung von Antikorper-Polylysin-Konjugaten 
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1) Herstellung des chimaren Adenovirus Ad-P202 

. .« Hexon-Gen vorzunehmen, war es 
Urn Anderungen im Ad5 Hexon ^ 

sunS ch« notwendig. das Gen zu 

Plesmid PECORIA-M5 (Berber und Sharp. 1983, entha 
d en linken Tell das Menovirus-Genoes von map unit 
,„ u , o - 76. Das He»on-Gen lias* m.u.52 und 

60 Ein 2 3 kbp HindlII/Ss«-Frag»ent enthalt den 
a.u.60. Bin 2.J ko P Knderung vorgenommen 

Tell des Hexon-Gens, an dem die Anaerung » 

,, .„l ite Da in pEcoRIA-AdS mehrere Hindlll und 
„erden sollte. Da in p erforderlich, 
Sstl-Stellen enthalten slnd, war es er 
einige zwisohen-Pleseide zu konstruieren. u* des 
aeenderte Hexon-Gen wieder i. originalplasmid 
geanoen ,,,.„„_ Ein sall/BamM Fragment 

zusammensetzen zu konnen. Ein s / ,„ s « tz iiche 
(B .u. 46 - 60, enthalt das Hezon-Gen ohne ausetzlic 
Hindlll- Oder Sstl-Stellen. Zuerst wurde die 

rus-DN. von m.u. 0 - 76 rekloniert. indem ein 

Vektor der — ~^^T»T£> aurch 
k8 ufllen erhSltlichen Plesmid pXBI24 

Kastriktions = mit der ^ sstX- 
eines EcoRI-Liniter s ; , vtSJ - e-n- 

^ * am HT-stellen aufweist. Dann wurden die Sail 
Oder BamHT-Steiien c xbal-Fragment 
Stellen bei m.u. 26 entfernt, mdera das Xbal f g 
T*u 3 7 - 29) entfemt wurde; der erhaltene Vector 

* 0141-12 bezeichnet. AbschlieBend wurde das 

^^^^^ " Ml3mP18 
und W ar ^ r ^J^ wurde 
Gerichtete Mutagenese (site airec VnnM 

»i«„. „arh der von KunKei , 
einem der erhaltenen Klone naoh der 

19 8S, beschriebenen Methode durchgefuhrt. Dabei wu 

L Godons 188 - 194 des Hexon-Gens entfernt und an 

aieser Steile eine nur ^ J^^T 
eingefuhrt. Der erhaltene Klon (167-1, wurae 
tt Fmll gesohnitten und ein aoppelstranglges 
OligonuKleotid. kodierend fur die Aminosauren 914 
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des Mycoplasma pneumoniae PI -Proteins, eingesetzt 
(Inamine et al., 1988). Diese Pl-Sequenz enthSlt ein 
Epitop, das vom mpnoklonalen AntikGrper 301, dessen 
Herstellung im folgenden beschrieben wird, erkannt 
wird. Das verSnderte Hindlll/Sstl-Fragment wurde aus 
pl67-l isoliert und wieder in das Ursprungsplasmid 
pEcoRIA-Ad5 hineinligiert . Die Herstellung von Ad-F202 
ist in Fig • 2 dargestellt . 

2 ) Herstellung eines monoklonalen AntikSrpers mit 
Spezifizat fur das chimare Adenovirus (MP301) 

* 

a) Inununisierung 

Die Herstellung des monoklonalen AntikSrpers erfolgte 
nach Standardmethoden. 

Als Antigen wurde der Mycoplasma pneumoniae Stamm M-129 
(ATCC#29342) verwendet. Nach ZUchtung in einer 
Kulturflasche (Hu et al. f 1977) wurde 3 mal mit PBS 
gewaschen, Mycoplasma pneumoniae geemtet und in 0.5 ml 
PBS aufgenommen. 10 pg des Antigens wurden fur die 
Inununisierung verwendet: 

3 ca. 6 Wochen alte weibliche BALB/c MSuse wurden nach 
folgendem Schema immunisiert: 

l.Immunisierung: ca. 10 pg Antigen pro Maus in 

komplettera Freund 1 schem Adjuvans 
intraperitoneal. 

2. Inununisierung: ca. 10 pg Antigen pro Maus in 

inkomplettem Freund' schem Adjuvans 
subkutan, 3 Wochen nach der 1. 
Immuni s i erung . 

3. Inununisierung: ca. 10 pg Antigen pro Maus in 

inkomplettem Freund T schem Adjuvans 
intraperitoneal , 2 Wochen nach der 
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2. Immunisierung 



. de n Mausen Serumproben 

Eine Wo che danach wurden aen no 

Exne wocn cs^mmtiter bestimmt. Die Maus mit dem 

entnommen und dxe Serumtxter ^ 
hochsten Titer wurde durch xv-Injektion in 
1* 10 Antigen geboostert; die Mxlzzellen dxeser 
Maus wurden nach 3 Tagen fur die Fusion mxt 
Hybridomzellen prapariert. 



b) Fusion: 



i _ „,-k dar Methode von K5hler 
ca 108 Mxlzzellen wurden nach der Mexnou 

^ Ostein. 1975. in «—t vonPBG 00 (SO* » 
sex^reiea Kultv^edi^) -t - «• 
Linie SP2/0 Agl4 (ATCC CFL-1581) fusaonaen:. Danach 
^en die Zellen 2 Wochen in 

daraufhin eine woche in HT-Mediu», abschlieBend an 
norealem Kulturrcediu,. (DMEM plus 10% PCS plus 
Pa^cillin. Stxep.ceycin, geaOchtet. Mat 

^ , *~ M *r roTA) .wurde nach AntaJtorper 
Radioimmunosorbent Assay (RIA) wur 

produzierenden Klonen gescreent, dxe Spezifxtat 

■ r>i protein wurde mittels Western 
Mycoplasma pneumonxae PI Protein wura 

Blot bestimmt. Um Monoklone zu erhalten, wurde dxe 
"Soft Agar" Methode angewendet. 

o, untersuchung des monoklonalen Antikerpers MP301 
auf neutralisierende Wirkung von Adenovirus Ad- 

P202 

Um festzustellen, ob der monoklonale AntikSrper MP301 
die FEhigkeit des Virus, Zellen zu infizieren, 
neutralisiert, wurde der Titer von Ad-P202 
und einmal ohne AntikCrperzugabe (7ug/ml) bestxmmt 
wobe i als Zielzellen HeLa-Zellen (ca. 50% konfluent xn 
2% FCS/DMEM auf 96-Loch-Platten) verwendet wurden. Von 
Ad -P202 wurden Serienverdunnungen hergestellt und auf 
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die HeLa-Titerplatten mit oder ohne AritikSrper 
aufgebracht. Die Platten wurden 48 h bei 37 °C, 5% C02 
inkubiert, mit Kristallviolett gefarbt und auf IC 50 
("inhibition concentration", ca. 50% Zell-Lysis) 
untersucht. Es wurde mit und ohne Antikorper der Titer 
von 1:2048 erhalten. 

d) Herstellung von MP301-Polylysin-Konjugaten 

Die Kopplung des monoklonalen Antikorpers mit Polylysin 
wurde nach der von Wagner et al., 1990, und in der 
EP-A1 388 758 beschriebenen Methode durchgef Uhrt . 

20.6 nmol (3.3 mg) des monoklonalen Antikorpers MP301 
in 1 ml 200mM HEPES pH 7.9 wurden mit einer 5 mM 
ethanolischen Losung von SPDP (100 nmol) behandelt. 
Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde der modif izierte 
Antikorper tiber eine Sephadex G-25 SSule gelf iltriert, 
wobei 19 nmol Antikorper, modifiziert mit 62 nmol 
Dithiopyridinlinker, erhalten wurde. Der modif izierte 
AntikSrper wurde mit 3-Mercaptopropionat-modif iziertem 
Polylysin (22 nmol, durchschnittliche KettenlSnge 
300 Lysinmonomere, FITC-markiert, modifiziert mit 
56 nmol Mercaptopropionat-Linker ) in 100 mM HEPES 
pH 7.9 unter Argonatmosphare reagieren gelassen. 
Kon jugate wurden mittels 

Kationenaustauschchromatographie auf einer Mono S HR5- 
SSule (Pharmacia) isoliert. (Gradient: 20 - 100 % 
Puffer. Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer 
A plus 3 M Natriumchlorid. Die Produktf raktion eluierte 
bei einer Salzkonzentration zwischen 1.65 M und 2 M. 
Dialyse gegen HBS (20mM HEPES pH 7.3, 150 mM NaCl) 
ergab ein Konjugat, bestehend aus 9.1 nmol MP301 und 
9.8 nmol Polylysin. 

Bei spiel 2 
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Centner mittels ^enoviru.-Pol^icn-DNX-Ko-P^ 
in eukaryotische Zellen 

ft zuge der in diesem Beispiel durchgefuhrten 
Experimente wurden verschiedene Kombinationen 
STifischer und nicbtspezifiscner Komplexkomponenten 
ZTitr* ein Reportergen in HeLa- und in 

ande^Zellen transportieren zu k5nnen, untersucht. 

Die MleKierung von DNA mit dem ^i^rper- 

« pnivlvsin wurde vorgenommen, mdem .6 ug 
gekoppelten Polylysm wura a 

drsvL-DNA in HBS (20 niM HEPES , 1SU mi 
gereinigter pRSVi, uin verdu nnt und 

DH 7 3 ) auf ein Gesamtvolumen von 350 ul vera 

J; 5 ua MP301PL in 150 ul Gesamtvolumen desselben 
mit 9.5 ug MP301P ^ ^ phQtinus 

Puffers veremigt wurden. VP*» 

pvralis Lucif erasegen unter der Kontrolle des Rous 

SaLoma Virus LTR ^^^Z ^ Is Tr^on- 
1977 De Wet et al. , 1987), hergestellt mittels 
X Ly se Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von 
CsCl/EtBr Gleichgewichtsdichtegradienten- 

cn^-fsrhuna mit Butanol-1 und Diaxyse 

Jo - »aCX, 20 - HBPBS pH 7 3 ^ 

der Menge, die notig ist, um 
imp ortierten DNA zu erreichen. 

Antikorper-komplexierte DNA wurde » HBS auf ein 
Antxkorp * DNA - M olekule/ml verdunnt. 

Endkonzentratxon von z x j-u 

D as Adenovirus P202-Ad5 word, in eiskaltem DMEH, 
^anzt «tt 2 % PCS. auf eine 

THoli viruspartiXei/ml vexd„nn t . GXeione «-» 

von Anti k erper-PoXvX y sin-OKA und Virus wurden vere^ 

und 30 min bei Raurctenperatur insert. Als 

for den Gentransfer wurden HeLa-Sellen verwendet. 

in DMEM-«edium. erganrt mit 5 % FCS. 100 I.E. 
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Penicillin/ml und 100 \ig Streptomycin/ml , in 60 mm 
Gewebekulturschalen gezuchtet wurden (300.000 Zellen). 
Zum Vergleich mit HeLa-Zellen wurden die Zellinien 
HBE1, KB (ATCC Nr. CCL 17) und MRC-5 (ATCC Nr. CCL 171) 
untersucht. HBE1, eine Atemwegszellinie, wurde in F12- 
7X Medium, wie von Willumsen et al., 1989 , beschrieben, 
gezuchtet. KB und MRC-5 wurden in EMEM-Medium/10 % 
hitzeinaktiviertes FCS/100 I.E. Penicillin pro ml/100 
pg Streptomycin pro ml/10 mM nicht-essentielle 
AminosSuren/2 mM Glutamin geztichtet. 

Vor Anwendung des Transfektionsmediums wurden d.ie 
Platten bei 4°C 30 min lang gektthlt, das Medium 
entfernt, 1 ml Trans fektionsmedium beigegeben und die 
Zellen 2 h lang bei 4°C inkubiert. Dieser Schritt wurde 
durchgeftthrt, um die Bindung der DNA-Komplexe an die 
Zellen zu bewirken, ohne daB sie schon internalisiert 
werden. Nach diesem Bindungsschritt wurden die Platten 
3 x mit eiskaltem 2 % FCS/DMEM gewaschen, urn nicht- 
gebundene Reaktionskomponenten in der Fliissigphase zu 
entfernen. Nach Zusatz von 2 ml eiskaltem 2 % FCS/DMEM 
wurden die Platten langsam erwSrmen gelassen. Daraufhin 
wurden die Platten fur 16 h in den Brutschrank gegeben 
(37°C, 5 % C02). Um die Reportergen-Expression zu 
messen, wurden Zellysate hergestellt, auf 
Gesamtproteingehalt standardisiert und, genau wie von 
Zenke et al., 1990, beschrieben, auf Luciferase- 
Aktivitat untersucht. (Das Luminometer war so geeicht 
worden, daB ein Picogramra Lucif erase 
50.000 Lichteinheiten liefert. ) 

pRSVL-Reporterplasmid-DNA wurde mit Adenovirus P202-Ad5 
vereinigt, ohne vorher mit dem Polylysin-AntikSrper- 
Konjugat komplexiert worden zu sein (DNA + P202-Ad5). 
Weiters wurde pRSVL-DNA, komplexiert mit dem 
AntikSrper-gekoppelten Polylysin, in Abwesenheit des 
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* mp3Q1dL) untersucht und dxese 
snezifischen Virus (DNA + MP301PM « 

Reaktionsmedium, das 

hp i den Reaktionsmedxen mxt exnera 

^llstSndige Konfcinatxon der «— ^ 

enthielt (DNA + MP301pL ♦ P202Ad5), verglichen. 
analoger Weise wurden die Komplexe auf xhre 

.--v^ e it fur den Gentransfer untersucht, 
Leistungsfahxgkext fur aen der 

• _r ■ -^K=-r- Arvfcikoroer verwenaex wuxuo, 
indem ein spezxfxscher Antxkorp 

vor der Komplexbildung hitzexnaktxvxert ( 50 C 
VOi r\ i t i T3907— Ad5 } • Es wurden 

worden war (DNA + MP301pL + P202 Ad5). 

Kompetitionsexperimente durchgefiihrt, xndem das 

I k ^onovirus in Gegenwart des Polylysxn- 
spezifische Adenovxrus xn g zehnfacher 

von MP301PL und einem zehnfacben moim 

,. ,„„ irre levanten roonoklonalen ftntikbrper, 
nicht-gekoppeitem irrelevant 

Anti-Retten-IgG (DNA ♦ MP301pL * anti-rat IgG 

AD5). Weiters wurde vor der Intubation mxt dem 

" Lisoben Virua die Reporter^ „ 

konjugiertem Polvlysin (4 pg) in emer Menge Squim 

al Antikbrper-gekoppelten PolyXvsin. 

(DNa * pt ♦ P2 02-Ad 5 ). Pie Komplexbildungsreaktronen 

Inter verwendung dee Adenovirue WT300. de» das von 

m301 erkannte Epitop p202 . M5 . 

onrebgeiCbrt. wie rOr de, ^epeeifr ebe V ^ 

Die Experiments wurden samtlich aren 

Die Ergebnisse mit HeLa-Zellen sind in ^ 

dargestellt; die Daten stellen die Durchschnxttswert - 

L dar. Die strichlierte horizontale Linxe zexgt dxe 

Background^uciferaseak^^ 

HeLa-Zellen. Die mit den Zellxnxen HBE1, KB 

i. vergleich zu HeLa-Zellen erzielten Ergebnxsse 

in Fig. 6 dargestellt . 



Beispiel 3 
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Bestimmung des optimalen VerhSltnisses von Adenovirus 
und Antik6rper-Polylysin/DNA far den Gentransfer 

In den durchgefiihrten Versuchen, deren Ergebnis in 
Fig. 4 dargestellt ist, wurden Adenovirus -Ant ikCrper- 
Polylysin/DNA-Komplexe bei verschiedenen VerhSltnissen 
der Komplexkomponenten auf ihre FShigkeit> den 
Gentransfer in HeLa-Zellen zu ermdglichen, untersucht. 
Die Komplexbildungsreaktionen wurden durchgeftihrt, wie 
in Beispiel 2 angegeben, mit dem Unterschied, daB 
2.5 x 1010 DNA-Molekiile, komplexiert mit dem 
Antikorper-Polylysin-Konjugat, eingesetzt wurden, wobei 
unterschiedliche Mengen des spezifischen Adenovirus 
P202-Ad5 zur Anwendung kamen. Das Zttchten der Zellen, 
die Aufbringung der Komplexe auf die Zellen, die 
Inkubation der Zellen und die Bestimmung der 
Reportergen- Expression war analog Beispiel 2. Die 
gezeigten Daten stellen den Durchschnittswert ± SEM von 
- vier verschiedenen Experimenten dar. 

Beispiel 4 

Bestimmung der Leistungsfahigkeit des Gentransfers von 
Adenovirus-Polykation-DNA-Komplexen 

Limitierende Verdtinnungen des Komplexes, der genau wie 
in Beispiel 2 hergestellt wurde, wurden daraufhin 
untersucht, wie wirksam sie sind, eine nachweisbare 
Expression des Reportergens in HeLa-Zellen zu 
erm6glichen. Nach der Komplexbildung wurden 
logarithmische Verdtinnungen des Komplexes in 
2 % FCS/DMEM vorgenommen. 1 ml Aliguots der 
verschiedenen Verdtinnungen wurden auf 60 mm 
Gewebekulturschalen, die 5 x 105 HeLa-Zellen 
enthielten, aufgebracht. Nach einsttindiger Inkubation 
(37 P C, 5 % C02) wurden 3 ml 5 % FCS/DMEM zugeftigt und 



WO 93/07282 



48 



PCT/EP92/02231 



die Flatten weitere 16 h lang unter denselben 

• , rile Bestimmung der Reportergen- 

Bedingungen inkubiert. Die Besnmm g 

• ~ Rp<«;niel 2 durchgefuhrt. Die m 
Expression wurde wie in Beispiex -sua 

5 angagebenen Wexte fl* die Luciferase-Expression 
IlprechL den Durchachnittawertan ± SEM von 3 £.4 

Background-Luclferasaa.ctivitat von unbahandelten HeLa 
Zellen. 



Beispiel 5 



Gentransfer mittels Kombinations-Komplexen, enthaltend 
Adenovirus- und Humantransf errin-Konj ugate 

Urn die temaren Komplexe, die eine Kombination von 
Adenovirus- und Humantransferrin-Domanen enthalten, 
nerzustellen, wurde das mit einem Epitop ver sehene 
Adenovirus P202-Ad5 (2.5 x IQlO Partial) in 750 ul 2 % 
FCS/DMEM verdunnt und mit den, Polylysin-gekoppelten 
m onoklonalen AntikSrper MP301pLys (2 ug) in 250 ul HBS 
vereinigt. Die Inkubation wurde fur 30 min bei 
Raumtemperatur vorgenommen. Daraufhin wurde Plasmid-DNA 
PRSVL (6 ug), verdunnt in 250 ul HBS, der Mischung 
Ligegeben und weitere 30 min lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Von den daraus resultierenden A^enovirus- 
Polylysin-DNA-Komplexen wurde angenommen, daB sie auf 
Basis des Gesamtpolylysingehalts unvollstandig 
ko ndensierte DNA enthalten. Um die DNA-Kondensation zu 
vervollstandigen und den Komplexen eine 
Humantransferrin-Domane einzuverleiben, wurden 9 ug 
Humantransferrin-Polylysin-Konjugate (Wagner et al., 
1990), verdunnt in 250 pi HBS, zu den Adenovirus- 
Polylysin-DNA-Komplexen gegeben. AbsohlieBend wurde 30 
m in bei Raumtemperatur inkubiert. Mit den erbaltenen 
Kombinations-Komplexen wurden Gewebekultur zellen 
inkubiert, wie beschrieben, um spezifische Bandung der 
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gebildeten Komplexe zu erreichen (4°C, 2 h). Die 
Platten wurden dann 3 x mit eiskaltem 2 % FCS/DMEM 
gewaschen und nach Zugabe von 2 ml 2 % FCS/DMEM fiir 16 
h in den Brutschrank (37 °C, 5 % C02) gegeben. Die 
Messung der Reportergenexpression erfolgte, wie 
beschrieben. Fig. 7A zeigt die relativen Werte fiir die 
Genexpression, bewirkt durch Humantransf errin- 
Polylysin-DNA-Komplexe (hTfpL), Adenovirus-Folylysin- 
DNA-Komplexe (AdpL) und ternSre in HeLa-Zellen. Fig. 
7B zeigt die relative Zug&nglichkeit fur den 
Gentransfer durch ternSre Komplexe (AdpL/hTfpL) von 
HeLa- und HBE1- Zellen. 

Beispiel 6 

Gentransfer in Atemwegsepithelzellen unter Verwendung 
von bin^ren und ternSren Adenoviruskqmplexen 

Fiir diese Versuche wurde die Ratte Sigmodon hispidus 
("Cotton Rat") verwendet, von der sich gezeigt hat, daS 
sie ein geeignetes Tiermodell fur humane adenovirale 
Lungenerkrankungen darstellt (Pacini et al., 1984). 
Weiters wurden die im vorangegangenen Beispiel 
beschriebenen binaren und tern&ren Komplexe verwendet. 

a) Transfektion von primfiren Atemwegs- 
Epithelzellkulturen 

Die primaren Kulturen wurden nach bekannten Methoden 
(Van Scott et al., 1986) hergestellt. Die dissoziierten 
Zellen wurden geerntet, 3 x mit F12-7X-Medium gewaschen 
und bei einer Dichte von 5 x 105 Zellen pro Schale in 3 
cm Gewebekulturschalen plattiert. Die Zellen wurden in 
F12-7X-Medium gehalten und beim Erreichen von 50 bis 75 
% Konfluenz fiir die Gentransf erversuche verwendet, was 
fur gewdhnlich zwei bis drei Tage dauerte. Fiir die 
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Oenrransf erversuche «— K °^ 1MS alrE " 
Zellen aufgebrach,: und 24 h inkubiert. 
Mr diese Versuche wurde pCMV-DNA 

Plasaid pCMV wurde hergestellt, indem das BamHI-Insert 
pxasmiQ t»«-i _ . , 1988) entfernt, 

des Plasmids pSTCX556 (Severne et al., 
das Plasrnid ait Klenow-Fragment behandelt und das 
HindlH/SspI sowie Klenow-behandelte Fragment - ~ 
PXasn^d pRSVL, das die fur Luciferase Kodxerende 

Seguenz enthElt, bzw. die fOr ^^2Z ^ 
(MacGregor und Caskey, 1989) eingesetzt wurde die 
Lhaltenen Plas^de wurden pCMVL- und PCMVB-g^ 
bezeichnet. Die Komplexbildung wurde analog pRSyi» 
vorgenommen . 

i) Relative Hahe des Nettogentransfers 

FUr diese Versuche wurde das Reporrerplasmid pCMVL 
verwendet. Die Zellen wurden nach 24 h auf 
I^erasegenespression untersucht; die Ergebnrsse srnd 
Lucrf eresegenesp unte rgrund zeigt die Messung 

in Fig. 9 dargestellt. Der unrerg 

aer nich^odifisierten Zeilen an/die ordrnare stall* 
ai e x.uciferasegenespression als ^cHternheiten pro 25 

pg Gesautprotein, er„alten van ^^^Velerte 

-ie 3 - 4 mal durchgefuhrt, dxe werce 
Experimente wurden je a 

sind Mittelwerte + SEM. 

ii) Relative Transduktionshauf igkeit 

i ~ o«nortpr-DNA das Plasraia 
in diesen Versuchen wurde als Reporter DNA aa 

pCMVS-gal verwendet. Die Zellen wurden wie oben 
beschrieben transfiziert und nach 24 h die 
Reportergenexpression durcb Farbung nach der von 
Reporterg P beschrie benen Methode bestxmmt. 

MacGregor et al., 

Die Ergebnisse sind in Fig. 10 dargestellt 
(VergroBerung: 320 x). A: hTfpL, B: AdpL, C: 
hTfpL/AdpL. 

Gentransfer Uber die intratracheale Route in vivo 



b) 
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Die Tiere wurden mit Methoxyfluran anSsthesiert. Nach 
einem Vertikalschnitt in die ventrale Seite des Halses 
wurde die Luftrohre stumpf prSpariert. Die Komplexe 
(250 bis 300 pi; 3 pg Plasmid-DNA) wurden unter Sicht 
direkt in die LuftrShre der in einem Winkel von 45° 
schrSggelegten Tiere injiziert. Die Tiere wurden durch 
C02 getGtet und die Luftrohre und die Lunge en bloc 
nach in situ SpUlung mit kalter Phosphat-gepuf ferter 
Kochsalzltisung (PBS) geerntet. Fur den Luciferasetest 
wurde das Lungengewebe in Extraktionspuf f er 
homogenisiert, die Lysate auf Gesamtproteingehalt 
standardisiert und die Luciferasegenexpression gemessen 
wie beschrieben. 

i) Relative H6he des Netto-Gentransf ers in vivo 
24 h nach der Trans fekt ion wurde die 

Luciferaseexpression gemessen* Das Ergebnis ist in Fig. 
11 dargestellt. Die angegebenen Lichteihheiten beziehen 
sich auf 1.250 pg Gesamtprotein, erhalten aus den 
Lungenlysaten. Die Experiment e wurden je 3 - 4 x 
durchgefiihrt, die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM 
dargestellt. 

ii) Lokalisierung der heteroiogen Genexpression im 
Atemwegsepithel 

Ftir diese Versuche wurde als Reporter-DNA das Plasmid 
pCMVB-gal verwendet; es wurden hTfpL/AdpL-Kombinations- 
Komplexe eingesetzt. 24 h nach der Injektion wurden 14 
pm dicke Gefrierschnitte der geernteten Lunge auf 
Expression des Reportergens mittels F&rbung mit X-gal 
und Gegenfarbung mit "Nuclear Fast Red" untersucht. Die 
F&rbungen sind in Fig. 12 dargestellt ( VergrtfBerung : 
600 x); sie zeigen die Ergebnisse der Transfektion von 
Ratten, die mit hTf pL/AdpL-Komplexen, enthaltend ein 
irrelevantes nicht-lacZ-Plasmid der Bezeichnung pRc/RSV 
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od er pCMVB-gal. enthaltend das ^^^^^ 
° " . „„ .. Beisoiel eines Bronchiolus, 

behandelt worden waren. A. Beisp 
behandelt -it Kcnple*en. enthaltend pRc/BSV, B. 
Bsispiel eines Bronchus, behandelt nit Kcnple*en, 
enthaltend pCMVB-gal, c= Beispiel der distalan 
Atemwegsregion. behandelt nit Kcpleren. -thaltend 
PRC/BSV; D. Beispiel der distalen Atemwegsregion 
hehandelt nit Kc.ple.en, enthaltend ^ «■ 
vergrOBerung der B-Gala^csidase-pcsitrvan Hegion aus 
Lungen, behandelt -it Konplexen. enthaltend pCMVB-gal 
(VergroBerung: 1.000 x). 

Beispiel 7 

Konstruktion von Konjugaten It Spezifitat fflr 
Lungenregionen 

Es wurden Konjugate i. Hinblick auf die -*-^V 
Bindung an den bewi^perten Teil des Ate.wegsepxthels 
konstruiert. Die Konstruktion solcher ***«fl«t. 
erfordert (im allgemeinen wie auch im spezxellen 
Anwendungsfall) u.a. die Bestatigung der 
Bindungseigenschaften der L iganden-Kandxda,en in der 
Konjugat-Konformation. Als Kandidat wurde das SNA 
Lectin gewahlt. 

a) Herstellung von ternaren Adenovirus- 

Polylysin/tectin-Polylysin/DNA-Komplexen 

„ ie in den vorangegangenen Beispielen wurde 
Adenovirus P202 (2 x 1010 Partial ~* a. 
Polylysin-Kcnjugat HPBOlpt, (1.25 pg) in 250 pi BBS 
vereinigt und 30 nin hei Kauntenperatur 
parauf wurde das Reporter-Plasnid pCMVL (6 pg in 125 pi 
BBS) zugegeben und weitere 30 min hei Raumtenperatur 
bebrutet. Bin im Handel erhaltliches hiotinylrertes 
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Lectin SNA (E-Y Lab, San Mateo, CA; 2.8 pg) in 62.5 pi 
HBS wurde mit Streptavidin-Polylysin (1.35 pg in 
62 . 5 pi HBS ) vereinigt und zwecks Bildung von SNA- 
Poly lysin 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Das SNA-Polylysin wurde mit obiger Reaktionsmischung 
zur Bildung von SNA-Adenovirus-Polylysin-DNA-Komplexen 
vereinigt. Zum Vergleich wurden Komplexe ohne den SNA- 
Liganden, wie in den vorangegangenen Beispielen 
beschrieben, hergestellt. 

b ) Ih vivo Anwendung von Lectin-Komplexen in der 
Lunge 

Dem zellspezifischen Tropismus des Lecins SNA fttr das 
bewixnperte humane Atemwegsepithel wird im Frettchen 
entsprochen, das in den Experimenten als Tiermodell 
herangezogen wurde. Es wurden mSnnliche Tiere mit ca. 
1.5 kg Korpergewicht verwendet. FQr jedes Tier wurden 
die in a) hergestellten Komplexe in vierfacher Menge 
verwendet. Die Tiere wurden anSsthesiert und die 
Komplexe mittels Bronchoskop in den rechten mittleren 
Lungenlappen eingebracht. Nach 24 h wurden die 
verschiedenen Lungenregionen geerntet, homogenisiert 
und auf Lucif eraseaktivitat untersucht. Die 
untersuchten Lungenregionen umfaBten Teile, die mit den 
Komplexen bei deren Verabreichung nicht in Kontakt 
waren (linker oberer Lungenanteil^ Parenchym des linken 
oberen Lappens, unterer Anteil der LuftrShre) und 
Teile, die mit den Komplexen in Kontakt waren (rechter 
mittlerer Lungenlappen, Parenchym des rechten mittleren 
Lungenlappens). Wie aus Fig. 13 ersichtlich, zeigten 
die Regionen, die mit den Komplexen in Kontakt waren, 
Lucif eraseexpression (rechter mittlerer Lungenlappen, 
Parenchym des rechten mittleren Lungenlappens; 2. und 
3. Balken) f wahrend die anderen Regionen (unterer 
Anteil der Luftrehre, l.Balken; Parenchym des linken 
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e a Balken; linker oberer Lungenanteil, 
oberen Lappens, 4. Baxicen, 
5. Balkea) kexne Expression zeigten. 

o, untersuchung der Spezifitat des Liganden 

Parallel dazu wurde die Spezifitat der Bindung von 
paraiJ-ex anti-Lectxn- 
Lectin-Konjugaten untersucht. Da kexn 
» *-w^ e r verfugbar war, wurden Transferrin/Lectin 
Antxkorper versugn d die B indung mit 

exnen s»« ^ . arkt wurde. Es wurden die 

anti-Maus-Antikerper verstarkt wurae 

■ V9lsn moil <jer bewimperten 
Koniugate im apikalen lexx " CJ - 

Konjug ^v,„ ewieS en die Testanordung IxeB 

Zellpopulatxon nachgewxesen, a spezif isc he 

jedoch keinen eindeutigen SchluB auf exne 



Bindung zu 
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Patentansprttche : 

Neues Konjugat, das die FShigkeit besitzt, mit 
NukleinsSure Komplexe zu bilden und das aus einem 
Internalisierungsfaktor und einer Nukleinsaure- 
affinen Substanz besteht, zum Einftthren von 
Nukleinsaure in hGhere eukaryotische Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, daB der 

Internalisierungsfaktor ein Virus ist, das an die 
Nukleins&ure-af fine Substanz uber einen AntikSrper 
derart gebunden ist f daB es die Fahigkeit besitzt, 
als Bestandteil des Konjugat/NukleinsSure- 
Komplexes in die Zelle einzudringen und den Inhalt 
der Endosomen, in denen der Komplex nach Eintritt 
in die Zelle lokalisiert ist # ins Zytoplasma 
f reizusetzen . 

Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB der AntikGrper an ein Virusprotein bindet, das 
an der Funktion des Virus, in die Zelle 
einzudringen und den Endosomeninhalt f reizusetzen, 
nicht beteiligt ist. 

Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Virus ein Adenovirus ist. 

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB der AntikOrper an ein Epitop in der 
Hexonregion bindet. 

Konjugat nach den Ansprlichen 3 und 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus ein chimSres 
Virus ist, das in der fttr das Hexonprotein 
kodierenden Sequenz anstelle der Codons 188 - 194 
die fttr die AminosSuren 914 bis 928 des Mycoplasma 
pneumoniae Proteins PI kodierende Sequenz enthalt 
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und daB der AntikSrper an die Pi-Region bindet. 

, Konjugat nach einem der AnsprUche 2 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Antikorper exn 
monoklonaler AntikSrper ist. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6 dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure- af fine 
Substanz ein Polykation ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation Polylysin ist. 

9 Komples aus Nukleinsaure und einem Konjugat aus 
XntLalisierungsfaktor und Nukleinsaure-af finer 
Substanz, dadurch gekennzeichnet, daB er als 
Konjugat eines der in den Ansprttchen 1 bis 
definierten Kon jugate enthalt. 

10 . Komple* nach Anspruch 9, dadurch gek^zeichnet 
d aB die Nukleinsaure ein Genkonstrukt xst, das em 
therapeutisch wirksames Gen enthSlt. 

11. Komple* nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
oaB das Gen ein gentherapeutisch wirksames Gen 
bzw. ein Genabschnitt ist. 

12. Komple* nach Anspruch 10. dadurch <^-™Jf-^ 
daB das GenkonstruW einen Ahschnitt enthalt von 
dem zellfunkticnen spezifisch inhibierende BNA- 
Molekule transkribierbar sind. 

13 . Kcnple, nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet 
aa B das Virus per se ein mternalisierungsfaktor 

_ « • _ ■ 



fur die Zelle ist* 
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14. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
daS das Konjugat ein Virus enthSlt, dafl nicht per 
se ein Internalisierungsfaktor fiir die Zelle ist 
und daB der Komplex auBerdem einen 
Internalisierungsf aktor enthait. 

15. Komplex nach Anspruch 9 Oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB er ein wei teres Konjugat aus 
Nukleinsaure-af finer Substanz und einem 
Internalisierungsfaktor, der spezifisch fiir einen 
OberflSchenrezeptor der hSheren eukaryotischen 
Zelle ist, enthSlt, wobei das Virus-Konjugat und 
das Internalisierungsf aktor-Konjugat mit der 
NukleinsSure komplexiert sind. 

16. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure-af f ine Substanz des zweiten 
Konjugats ein organisches Polykation ist. 

17. Komplex nach Anspruch 16, das das Polykation 
Polylysin ist. 

18. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 
daB der zweite Internalisierungsfaktor Transferrin 
ist. 

19. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB der zweite Internalisierungsfaktor ein Lectin 
ist. 

20. Verfahren zum Einbringen von NukleinsSure in 
h6here eukaryotische Zellen, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Zellen mit einem der in 
den Anspruchen 9 bis 19 definierten Komplexe 
behandelt werden. 
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1. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch 

. . m+ . flaa sie a is wirksame Koroponente 
gekennzeichnet, daB sxe axs w . „ 

. -„x„„ o his 19 definxerten 
einen der in den Anspruchen 9 tois 

Koiplexe enthalt. 

2 Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit, 
In der sich zwei oder mehrere Behalter befinden, 
wobei ein exster Behalter eine Nukleinsaure-affxne 
Substanz, gebunden an einen AntikSrper, und ein 
zweiter BehSlter ein Virus, mit dem der Antxkorper 
i^unreaktiv ist, enth.lt, wobei das Virus die 
Fahigkeit besitzt, in eine hohere eukaryotxsche 
Zelle einzudringen, wenn es Teil eines Koxnplexes 
zwischen der NukleinsSure-af finen Substanz und 
einer NukleinsSure ist und wobei das Virus die 
Fahigkeit hat, den Inhalt der Endosomen, in denen 
aer LpleK nach Bintritt in die Zelle lokalxsxert 
ist, ins Zytoplasma freizusetzen. 

23 Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit, 
" in der sich ein oder mehrere Behalter 

WO hei ein erster Behalter eine 
Substanz enthalt, die immunologisch Ober einen 
Antikorper an ein Virus gebunden ist, das dxe 
Fahigkeit hat, in eine h5here eukaryotische Zelle 
einzudringen, wenn. es Teil eines Kompleses 
zwischen der Nukleinsaure-af finen Substanz und 
einer. Nukleinsaure ist und wobei das Virus die 
FShigkeit hat, den Inhalt der Endosomen xn denen 
der Komplex nach Eintritt in die Zelle lokalxsxert 
xst, ins Zytoplasma freizusetzen. 

24 Transfektionskit nach Anspruch 22 oder 23, dadurch 
gekennzeichnet, daB auBerdem einer der Behalter 
ein zweites Konjugat aus einem 
internalisierungsfaktor filr eine h6here 
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eukaryotische Zelle und einer Nukleins£ure-af f inen 
Substanz enthMlt. 
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